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Die Erfindung betrifft tetravalente bispezifische Rezeptoren, die gentechnisch durch Fusion der DNA, 
die fUr die schwere Kette eines F(ab)*2 Fragmentes eines Antikorper (I) kodiert mit (a) DNA, welche fUr die 
schwere Kette eines F(ab')2 Molekuls eines zweiten Antikorpers (II) kodiert, bei dem die C H 1 Domane durch 
eine Ch3 Domane ersetzt ist (Formel I), Oder mit (b) der DNA, die fur ein "single chain" Fv-Fragment eines 

5 Antikorpers (II) kodiert (Formel II), mittels geeigneter Linker hergestellt werden. Die Expression dieser 
Fusionsgene in Saugerzellen zusammen mit den Genen fur die entsprechenden leichten Ketten, welche im 
Falle des Konstruktes (a) zum einen aus einem V L Exon der Spezifitat I und einem Ck Exon und zum 
anderen aus einem V L Exon der Spezifitat II und einem C H 3 Exon und im Falle des Konstruktes (b) nur aus 
einem V L Exon der Spezifitat I und einem C K Exon besteht, ergibt tetravalente bispezifische Rezeptoren. 

w Die Ch1 Domanen sind dabei mit den V H 2 Domanen uber 1 bis 10 Hinge-Regionen (H) und einen 
geeigneten Peptidlinker L verbunden. Vorzugsweise werden die in der Europaischen Patentanmeldung EP- 
A2-0404 097 beschriebenen Antikorper-Spezifitaten eingesetzt. Dies sind u.a. zum einen Spezifitaten, die 
gegen ein auf der Zellmembran oder im Interstitium befindliches Epitop eines tumorassoziierten Antigens 
gerichtet sind. Zum anderen sind dies Spezifitaten, die gegen hochmolekulare oder niedermolekulare 

75 Liganden gerichtet sind, die ihrerseits ein gegen Tumoren wirksames Agens binden oder aber direkt dieses 
Agens binden. 

In der EP-A2-0404 097 werden bispezifische und oligospezifische, mono- und oligovalente Rezeptoren 
beschrieben, die gentechnisch durch Fusion von fur F(ab) Fragmente von Antikorper zweier oder mehrerer 
verschiedener Spezifitaten kodierende DNA mittels geeigneter Linker hergestellt werden. Vorzugsweise ist 

20 eine Spezifitat dabei entweder gegen ein auf der Zellmembran oder im Interstitium befindliches Epitop 
eines Tumorassoziierten Antigens (TAA) oder gegen ein Epitop im Tumorendothel (TE) gerichtet, wahrend 
die weiteren Spezifitaten hochmolekulare oder niedermolekulare Liganden betreffen und z.B. mit den 
Komplexonen Athylendiamintetraacetat bzw. Diathyientriaminpentaacetat in Yttrium 90 komplexierter Form 
(EDTA- 90 Y bzw. DTPA- 90 Y) reagieren. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Bindung 

25 mit den Komplexonen am Komplexon-Rezeptor-Arm uber fos-jun Interaktion (oder auch Avidin-Biotin 
Interaktion). Weitere bevorzugte Spezifitaten haben katalytische Eigenschaften. 
Bispezifische Antikorper wurden bisher nach folgenden Methoden hergestellt 

- chemische Kopplung von Antikorpern verschiedener Spezifitat uber heterobifunktionelle Linker (H. 
Paulus, Behring Inst. Mitt. 78, (1985), 118-132) 

30 - Fusion von bereits vorhandenen Hybriden, die verschiedene monoklonale Antikorper (MAK) ausschei- 
den, und Isolation des bispezifisch-monovalenten Anteiles (U.S. Staerz und M.J. Bevan, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 83, (1986) 1453-1457) 

- Transfektion der leichten und schweren Kettengene zweier verschiedener MAK (4Gene) in murine 
Myelomzellen oder andere eukaryotische Expressionssysteme und Isolation des bispezifisch-monova- 

35 lenten Anteiles (U. Zimmermann, Rev. Physio. Biochem. Pharmacol. 105 (1986), 176-260; J. van Dijk 

et al., Int. J. Cancer 43, (1989), 944-949). 
Solche bispezifische Antikorper werden zur Therapie und Diagnostik von malignen Tumoren eingesetzt. 
Das Prinzip des Verfahrens besteht darin, daJ3 im ersten Schritt durch Injektion des bispezifischen 
Makromolekuls uber langere Zeitraume und mit hohen Dosen eine Absattigung der Epitope, die von einer 
40 der beiden Spezifitaten auf den Zielzellen erkannt werden, erretcht wird. Im zweiten Schritt, der aus einer 
mehrtagigen Unterbrechung der Behandlung besteht, findet die Autoelimination des unspezifisch adsorbier- 
ten bispezifischen Antikorpers aus den Nicht-Zielgeweben start. 

Diese Autoelimination kann durch Injektion eines mit Zuckerresten, vorzugsweise Galactose gekoppel- 
ten antiidiotypischen Antikorpers, der gegen den Anti-Tumor-Arm des bispezifischen Rezeptors gerichtet 
45 ist, beschleunigt werden. 

Der dritte Schritt des Verfahrens besteht in der i.v. Injektion eines radiomarkierten, hydrophilen, sich 
nicht in Zellen anreichernden niedermolekularen Liganden mit kurzer Verweilzeit im Organismus, der hohe 
Komplexkonstanten fur beta- und gamma-Strahler wie 90 Y, 18G Re, 188 Re, 189 Re, 99m Tc oder m In hat und an 
den die zweite Spezifitat des bispezifischen Antikorpers mit hoher Affinitat bindet. Durch diesen Schritt wird 
so eine Anreicherung des radioaktiven Liganden, verbunden mit langerem Verbleib am Zielgewebe erreicht, 
was die selektive Zerstorung des Zielgewebes zur Folge hat bzw. eine Diagnostik beispielsweise von 
Metastasen ermoglicht. 

Wir haben gefunden, da0 tetravalente bispezifische Rezeptoren gemafl Formel I oder Formel II 
besonders gut gentechnisch herstellbar sind, da sie wesentlich effizienter exprimiert werden als andere 
55 Konstrukte. Hinzu kommt, datf die Aviditat der urspriinglichen Antikorper zu den entsprechenden Antigenen 
bei den erfindungsgemaflen Konstrukten erhalten bleibt. Bevorzugt sind Konstrukte mit 1 bis 5, ganz 
bevorzugt 1 Hinge Region zwischen C H 1 und V H 2, da solche Konstrukte besonders effizient in BHK- Zellen 
exprimiert werden. Als Linker werden vorzugsweise die Sequenzen entsprechend der Peptidsequenz (Gly- 

3 

BNSDOCID: <EP. 0517024A2 I > 



EP 0 517 024 A2 



t 



Gly-Gly-Gly-Ser)* mit x = 3 bis 5 Oder GEAAPAAAPAAAAAGG eingesetzt. Im ubrigen werden die in 
vorgenannter EP-A2-0404 097 beschriebenen Oder bevorzugten Antikbrper-V-Gen-Fragmente bzw. Spezifi- 
taten auch hier vorzugsweise eingesetzt. 



10 



25 



30 
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40 




Formel II 



so H = Hinge 
L = Linker 

— = Peptidbindung 

— = Disulfidbriicke 

Im folgenden wird beispielhaft die Konstruktion ernes Fusionsgens beschrieben, welches fur ein 
55 telravalentes bispezifisches Rezeptormolekul kodiert. Wenn nicht anders vermerkt, sind die dabei verwende- 
ten Techniken dem Buch "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" entnommen (T. Maniatis et aL, 1989). 
Weitere Einzelheiten sind in EP-A2-0404 097 beschrieben, auf die hier besonders Bezug genommen wird. 

Die vorliegende Edindung betrifft folglich bispezifische tetravalente Rezeptoren gemafi Formel I oder 
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Formel 11, Verfahren zu ihrer Herstetlung und ihre Verwendung. Vorzugsweise ist eine Spezifitat gegen 
animale Oder humane tumorspezifische Antigene gerichtet und die andere Spezifitat besitzt katalytische 
oder enzymatische Aktivitat Oder ist gegen einen Komplexbildner gerichtet. In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform stammt eine Spezifitat von den monoklonalen Antikbrpern mit den variablen Regionen 
5 gema/J Tab. 2, 3, 4 oder 5 aus EP-A2-0404 097. 

Beispiei 1: 

Ein Derivat eines M13 Phagen (V H PCR), welches den 5' Teil eines schwere Ketten Gens bestehend 
w aus Promoterregion, Signalexon, Intron 1, V H Exon und Intron 2 enthalt (R. Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, Vol. 86, 3833-3837, 1988) wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und BamHI gespalten, 
das Insert isoliert und in einen Hindlll/BamHI gespaltenen KS+ Phasmid (pBluescript KS R + , Stratagene 
LaJolla, CA, USA) kloniert Durch Restriktionsanalyse und Nukleinsauresequenzanalyse wurde der Phasmid- 
klon (A) identifiziert, der das aus dem V H PCR ausgeschnittene Insert enthalt (Fig. 1). 

75 

Beispiei 2: 

Der Phasmidklon (A) wurde mit Xbal und Hindll gespalten, die Xbal Schnittstellen mit Klenow 
Polymerase und dNTPs aufgefullt und das DNA Fragment mit dem V Gen Exon isoliert. Das isolierte DNA 

20 Fragment wurde dann in einen KS + Phasmid kloniert, aus dem durch einen Pvull Verdau der Polylinker 
und dem Polylinker benachbarte Bereiche entfernt worden waren. Es wurde der Klon (B) identifiziert, der 
das V H Insert und die zwischen den Xbal und BamHI bzw. Hindll und Hindlll Schnittstellen gelegenen 
Bereiche des KS+ Polylinkers enthalt (Fig. 2). Der Phasmid B wurde verwendet, urn die V H Gene der 
Antikorper I und II (V H 1 und V H 2) nach Amplifikation aus der cDNA der Hybridzellen zu klonieren. Die 

25 Amplifikation der V H Gene erfolgte nach der von R. Orlandi et al. (1989, a.a.o.) beschriebenen Methode. Der 
Phasmidklon B mit dem V^1 Gen wird als B1 und der Phasmidklon B mit dem V H 2 Gen als B2 bezeichnet 
(R.M. Hudziak et al., Cell., Vol. 31, 137-146. 1982; F. Lee et al., Nature, Vol. 294, 228. 1981). 

Beispiei 3: 

30 

Ein pUC 19 Plasmid, der das C H 1 Exon und das erste Hinge Exon eines humanen lgG3 Gens enthalt 
(EP A2-0404097; Fig. 3 ibidem: lgG 3 (F(ab') 2 1H)), wurde mit der Restriktionsendonuklease Hindlll 
gespalten und die Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt Dann wurde mit Pstl partiell 
gespalten, das DNA Fragment mit dem C H 1 Exon und dem Hi Exon isoliert und in einen mit Pstl und Hindll 
35 gespaltenen pUC 18 Plasmid kloniert. Es wurde der Klon (C) isoliert, der 5' des Insert eine BamHI und 3' 
des Inserts eine Hindlll Schnittstelle tragt (Fig. 3). 

Beispiei 4: 

40 Der Plasmidklon C wurde mit Hindlll gespalten, die Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase 
aufgefullt. Dann mit BamHI das Insert mit den C H 1 und Hi Exons ausgeschnitten, isoliert und in einen KS + 
Plasmid (pBluescript R IIKS + , Stratagene, LaJolla, CA, USA) kloniert. Der KS+ Plasmid war mit Xbal 
gespalten, die Xbal Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt und anschlie/tend mit BamHI 
nachgeschnitten worden. Es wurde der Phasmidklon (D) isoliert, der das Insert mit den C H 1 und Hinge 1 

45 Exons in einer Orientierung enthalt, bei der sich auf der 5' Seite des Inserts eine BamHI und eine Hindlll 
Schnittstelle befinden (Fig. 4). 

Beispiei 5: 

so Der Phasmidklon (B1) wurde mit Hindlll und BamHI gespalten, das Insert mit dem V H Gen des 
Antikorpers I isoliert und in den ebenfalls mit Hindlll und BamHI gespaltenen Vektor (D) kloniert. Es wurde 
der Klon (E) isoliert, der das V H 1 Gen, das C H 1 und das Hinge 1 Exon enthalt (Fig. 5). 

Beispiei 6: 

55 

Aus dem Phasmidvektor B2 wurde mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) unter Verwendung der 
Oligonukleotide V H Oligol und V H Oltgoll (Tab. 1) ein DNA Fragment amplifiziert (F), welches ein urn einen 
Linker verlangertes V H Gen enthalt und an seinem 5* Ende eine gespaltene Pvull und an seinem 3* Ende 

5 
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eine BamHi Schnittstelle tragt (Fig. 6). Dieses Fragment wurde mit BamHl gespalten und in einen 
BamHi/Pvull gespaltenen KS+ Vektor kloniert, bei dem vorher eine der beiden internen Pvull Schnittstellen 
durch Asp718/Pvull Spaltung, Auffullen der Schnittstellen und Religation zerstort worden war. 



Tab. 1: 



V u 01igol : 
hi 



Pvull 

CT. G CC . GCC . CCC . GCA . GCC . GCA . 
GCC . GCA . GGC . GGC . CAG . GTC . CAA . CTG . CAG . GAG . 
AGC.GGT.CCA-GG 3 



V„01igoII: 

rl 

25 

BamHl 

CGG . GGA.TCC. TAT . AAA . TCT . CTG . GC 

30 

Es wurde der Phasmidklon (F) isoliert, der das amplifizierte Fragment enthalt (Fig. 6). 
Beispiel 7: 

35 Die Oligonukleotide OligollI und IV (Tab. 2) wurden miteinander hybridisiert und das entstehende DNA 
Fragment in den mit Pvull gespaltenen Phasmidklon (F) ligiert (Fig. 7). Es wurde der Phasmidklon (G) 
isoliert, der ein Fusionsexon aus einem Hinge Exon, einem Oligonukleotidlinker und dem V H 2 Gen enthalt. 



40 



45 



50 



55 
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Tab. 2: 
Oligo III: 

5 ' Hind III Sph I 

GCG . G AA.GCT.T CG . G GC.ATG.C TA . ATC . TTC . TCT . CTT . GCA . GAG . 
CCC . AAA . TCT . TGT . GAC . ACA - CCT . CCC . CCG . TGC . CCA . AGG . TGC . 
CCA.GGA.CAG 

3 ' 



Oligo IV: 

20 

5' 

CTG . TCC . TGG . GCA . CCT . TGG . GCA . CGG . GGG . AGG . TGT . GTC . ACA . 
AGA . TTT . GGG . CTC ♦ TGC - AAG . AGA . GAA . GAT . TA G . CAT . GC C . CGA . 

25 

AGC.TT C.CGC Sph I 

Hind III 3 

30 

Beispiel 8: 

Aus dem Plasmidklon 54.1.24, der ein humanes lgG 3 C-Gen enthalt (EP-A2-0404097, Fig. 2) wurde mit 
den Oligonukleotiden V und VI (Tab. 3) das C H 3 Exon und der 3 f NT Bereich des lgG 3 Gens herausamplifr- 
35 ziert und in die BamH1 und EcoRI Schnittstellen eines pUC19 Plasmids kloniert (Fig. 8). Es wurde der 
Plasmidklon (H) isoliert, der das C H 3 Exon des lgG 3 Gens enthalt. 



40 



45 



50 



55 
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Tab. 3: 



5 

Oligo V: 



S' BamHl 

CC.TCT.GCC.CTGGGATCC.ACC.GCT.GTG.ee 3 



75 

Oligo VI: 



5' EcoRI 
AAC . CAT . CAC . GAA . TTC . ACA . GGG . GCC 3 

25 

Beispiel 9: 

Der Plasmidklon (H) wurde mit BamHl und EcoRI gespalten und das DNA Fragment, welches das C H 3 
30 Exon tragt, in den mit BamHl und EcoRI gespaltenen Phasmidklon (G) kloniert (Fig. 9). Es wurde der 
Phasmidklon (I) isoliert, der das Hinge/ Linker/V H 2 Fusionsexon und das C H 3 Exon enthalt. 

Beispiel 10: 

35 Die Phasmidklone (E) und (I) wurden mit Hindlll und Sphl gespalten. Das Insert des Klons (E) wurde in 
die Hindlll und Sphl Schnittstelten des Phasmidklons (I) kloniert. Es wurde der Phasmidklon (K) isoliert, der 
ein Ig schwere Ketten Fusionsgen enthalt, welches aus Signalexon, V H 1 Exon, C H 1 Exon, Hingel Exon, 
Hinge/ Linker/V H 2 MAkll Fusionsexon und C H 3 Exon besteht (Fig. 10). 

40 Beispiel 11: 

Aus dem Phasmidklon (K) wurde das Hindlll-EcoRI Fragment mit dem Fusionsgen ausgeschnitten und 
in einen pAB Stop Expressionsvektor kloniert (Fig. 19, (pAB Stop ist ein Derivat des pAB 3 Vektors (G. 
ZettlmeiBI et aL, BIM, 82, 26-34, (1988), bei dem das AT III Gen durch einen Polylinker ersetzt wurde), 
45 dessen BamHl Fragment durch einen EcoRI Linker ersetzt worden war. Es wurde der Klon (L) isoliert, der 
das Fusionsgen enthalt (Fig. 11). Der Klon (L) wurde aufgebaut und fur Transfektionen in Saugerzellen 
verwendet. 

Beispiel 12: 

50 

Konstruktion leichte Kette Gen: 
Der Phasmidklon (B) wurde mit Hindlll und BamHl gespalten und das V H Insert durch das aus dem Vektor 
V K PCR (R. Orlandi et al. 1989, a.a.o.) isolierte V K Insert ersetzt. Es wurde der Phasmidklon (M) isoliert, der 
ein Signalexon und ein V K Exon tragt (Fig. 12). Der Phasmidklon wurde verwendet, um die amplifizierten V K 
55 Gene der MAk I und II zu klonieren. Der Vektor M mit dem V K 1 Gen wurde als M1 und der Vektor M mit 
dem V K 2 Gen wurde als M2 bezeichnet. 

Beispiel 13: 
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Das humane C K Gen (Hieter et al., J. of Biol. Chem., 257: 1516-1522, 1982) wurde als EcoRI Fragment 
isoliert und in die Smal Schnittstelle eines pUC 19 kloniert~Es wurde der Klon (N) isoliert, der das humane 
C K Gen enthalt (Fig 13). 

5 Beispiel 14: 



Der Klon (N) wurde mit EcoRI und Hindlll gespalten, das C K Insert isoliert und in einen EcoRI/Hindlll 
gespaltenen KS+ Vektor kloniert. Es wurde der Phasmidklon (O) isoliert, der das C K Insert enthalt (Fig. 14). 

w Beispiel 15: 

Der Klon (O) wurde mit BamHl gespalten, das C K Insert isoliert und in einen BamH1 gespaltenen pAB 
Stop Vektor kloniert. Es wurde der Klon (P) isoliert, der das C K Insert in einer Orientierung enthalt, in der 
das 5' Ende.des C K Gens in der Nahe der Hindlll Schnittstelle des pAB Stop Vektors liegt (Fig. 15). 

75 

Beispiel 16:. 

Der Klon (P) wurde partiell mit BamH1 gespalten, die Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase 
aufgefullt und religiert. Es wurde der Klon (Q) identifiziert, bei dem die BamH1 Schnittstelle 3' des C K Gens 
20 zerstort ist (Fig. 16). 

Beispiel 17: 



Der Phasmidklon (M1) mit dem V K 1 Gen wurde mit Hindlll und BamH1 gespalten. Das Insert mit dem 
25 V K Gen wurde isoliert und in die Hindlll und BamH1 Schnittstelle des Expressionsvektors (Q) ligiert Es 
wurde der Klon (R) identifiziert, der ein intaktes Kappa leichte Ketten Gen mit Spezifitat des Antikorpers I 
enthalt (Fig. 17). 

Beispiel 18: 

30 

Der Plasmidklon (H) mit den C H 3 Exon des humanen lgG 3 Gens wurde mit EcoRI und Hindlll gespalten, 
das C H 3 Insert isoliert und in einen EcoRI/Hindlll gespaltenen KS+ Vektor kloniert. Es wurde der 
Phasmidklon (S) isoliert, der das C H 3 Insert enthalt (Fig. 18). 

35 Beispiel 19: 

Der Klon (S) wurde mit BamH1 gespalten, das C H 3 Insert isoliert und in einen BamH1 gespaltenen pAB 
Stop Vektor (Fig. 19) kloniert. Es wurde der Klon (T) isoliert, der das Ch3 Insert in einer Orientierung enthalt, 
in der das 5' Ende des C H 3 Exons in der Nahe der Hindlll Schnittstelle des pAB Stop Vektors liegt (Fig. 
40 20). 

Beispiel 20: 

Der Klon T wurde partiell mit BamH1 gespalten, die Schnittstelle mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt 
4$ und religiert. Es wurde der Klon (U) identifiziert, bei dem die BamH1 Schnittstelle 3' des C H 3 Gens zerstort 
ist (Fig. 21). 

Beispiel 21: 

so Der Phasmidklon (M2) mit dem V K 2 Gen wurde mit Hindlll und BamHl gespalten. Das Insert mit dem 
V K Gen wurde isoliert und in die Hindlll und BamHl Schnittstellen des Expressionsvektors (U) ligiert. Es 
wurde der Klon (V) identifiziert, der ein intaktes leichte Ketten Gen mit Spezifitat des Antikdrpers II und ein 
C H 3 Exon als konstante Region enthalt (Fig. 22). 

Die Expressionsplasmide L, R und V wurden zusammen mit geeigneter, Selektionsmarker-tragenden 

55 Phasmiden, wie z.B. pRMH140 (Fig. 23) (R.M. Hudziak et al., 1982, a.a.o.) Oder pSV2dhfr (Fig. 24) (F. Lee 
el a!., 1981, a.a.o.), in Saugerzellen kotransfiziert (30), durch Selektionsdruck Transfektomaklone selektio- 
niert und durch Testung der Uberstande mittels geeigneter Assays solche Transfektomaklone identifiziert, 
die bivalente tetraspezifische Rezeptormolekule sezernieren. 

9 
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Patentanspruche 

1. Bispezifische, tetravaiente Rezeptoren nach Formel I 




Formel I 

25 Oder Formel II 



30 



35 



40 




45 

Formel II 

so dadurch gekennzeichnet, daU nur die zusammengehorigen V L und V H -Paarungen gebildet werden und 
die ChI Domanen mit den V H 2 Domanen uber 1 bis 10 Hinge-Regionen H und einen geeigneten 
Peptidlinker L verbunden sind, wobei die DisulfidbrOcken (dOnne Striche) im Bereich der Hinge- 
Regionen die Dimerisierung der bivalenten Halbmolekule bewirken. 

55 2. Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ eine Spezifitat gegen animale oder 
humane tumorassoziierte Antigene gerichtet ist. 

3. Rezeptoren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da£ eine Spezifitat katalytische oder enzymati- 

10 
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sche Aktivitat besitzt. 

4. Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl eine Spezifitat gegen animate oder 
humane tumorassoziierte Antigene gerichtet ist und die andere Spezifitat katalytische oder enzymatt- 

5 sche Aktivitat besitzt. 

5. Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 eine Spezifitat gegen animale oder 
humane tumorassoziierte Antigene gerichtet ist und eine andere Spezifitat gegen ein Komplexon 
gerichtet ist. 

w 

6. Rezeptoren nach Anspruch 1, 2, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, da/J eine Spezifitat von den 
monoklonalen Antikorpern mit den variablen Regionen gemaj3 Tab. 2, 3, 4 oder 5 aus EP-A2-0 404 097 
stammt. 

15 7. Rezeptoren nach Anspruch 1 bis Anspruch 6 als Arzneimittel. 

8. Verfahren zur Herstellung von Rezeptoren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, 
daJ5 die fur die schweren Ketten-Antikdrperteile kodierenden DNA-Fragmente mittels Linker verbunden 
und in einem Expressionssystem zusammen mit den Genen fur die leichten Ketten exprimiert werden. 

20 

9. Bispezifische, tetravalente Rezeptoren nach Formel I, bei denen die C H 3 Domanen durch humane Ch1 
Domanen ersetzt sind. 

Patentanspruche fur folgende Verstragsstaaten : GR, ES 
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1. Verfahren zur Herstellung von bispezifischen, tetravalenten Rezeptoren nach Formel I 




oder Formel II 
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dadurch gekennzeichnet, dafl nur die zusammengehdrigen V L und V H -Paarungen gebildet werden und 
20 die C H 1 Domanen mit den V H 2 Domanen uber 1 bis 10 Hinge-Regionen H und einen geeigneten 
Peptidlinker L verbunden werden, wobei die Disulfidbrucken (diinne Striche) im Bereich der Hinge- 
Regionen die Dimerisierung der bivalenten Halbmolekule bewirken. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl eine Spezifitat gegen animale oder humane 
25 tumorassoziierte Antigene gerichtet ist. 

a. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl eine Spezifitat katalytische Oder enzymati- 
sche Aktivitat besitzt. 

30 4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl eine Spezifitat gegen animale Oder humane 
tumorassoziierte Antigene und die andere Spezifitat katalytische oder enzymatische Aktivitat besitzt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl eine Spezifitat gegen animale oder humane 
tumorassoziierte Antigene gerichtet ist und eine andere Spezifitat gegen ein Komplexon gerichtet ist. 

35 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dafl eine Spezifitat von den 
monoklonalen Antikorpern mit den variablen Regionen gemafl Tab. 2, 3, 4 oder 5 aus EP-A2-0 404 097 
stammt. 

40 7. Verfahren nach Anspruch 1 bis Anspruch 6 zur Verwendung als ArzneimitteL 

8. Verfahren zur Herstellung von Rezeptoren nach Anspruch 1 , 2, 3, 4, 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die fur die schweren Ketten-Antikorperteile kodierenden DNA-Fragmente mittels Linker verbunden 
und in einem Expressionssystem zusammen mit den Genen fur die leichten Ketten exprimiert werden. 

45 

9. Verfahren zur Herstellung von bispezifischen, tetravalenten Rezeptoren nach Formel 1, bei denen die 
C H 3 Domanen durch humane C H 1 Domanen ersetzt werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft tetravalente bispezifische Rezeptoren, die gentechnisch durch Fusion der DNA, die fur die 
schwere Kette eines F(ab)' 2 Fragmentes eines Antikorper (I) kodiert mit (a) DNA, welche fur die schwere Kette eines 

s F(ab') 2 Moiekuls eines zweiten Antikorpers (II) kodiert, bei dem die C H 1 Domane durch eine C H 3 Domane ersetzt ist 
(Formel I), oder mit (b) der DNA, die fur ein "single chain" F v -Fragment eines Antikorpers (II) kodiert (Formel II), mittels 
geeigneter Linker hergestellt werden. Die Expression dieser Fusionsgene in Saugerzellen zusammen mit den Gerien 
fur die entsprechenden leichten Ketten, welche im Falle des Konstruktes (a) zum einen aus einem V L Exon der Spezifitat 
I und einem C K Exon und zum anderen aus einem V L Exon der Spezifitat II und einem C H 3 Exon und im Falle des 

10 Konstruktes (b) nur aus einem V L Exon der Spezifitat I und einem C K Exon besteht, ergibt tetravalente bispezifische 
Rezeptoren. Die C H 1 Domanen sind dabei mit den V H 2 Domanen uber 1 bis 10 Hinge-Regionen (H) und einen geeig- 
neten Peptidlinker L verbunden. Vorzugsweise werden die in der Europaischen Patentanmeldung EP-A2-0404 097 
beschriebenen Antikorper-Spezifitaten eingesetzt. Dies sind u.a. zum einen Spezifitaten, die gegen ein auf der Zell- 
membran oder im Interstitium befindliches Epitop eines tumorassoziierten Antigens gerichtet sind. Zum anderen sind 

is dies Spezifitaten, die gegen hochmolekulare oder niedermolekulare Liganden gerichtet sind, die ihrerseits ein gegen 
Tumoren wirksames Agens binden oder aber direkt dieses Agens binden. 

In der EP-A2-0404 097 werden bispezifische und oligospezifische, mono- und oligovalente Rezeptoren beschrie- 
ben, die gentechnisch durch Fusion von fur F(ab) Fragmente von Antikorper zweier oder mehrerer verschiedener 
Spezifitaten kodierende DNA mittels geeigneter Linker hergestellt werden. Vorzugsweise ist eine Spezifitat dabei ent- 

20 weder gegen ein auf der Zellmembran oder im Interstitium befindliches Epitop eines Tumorassoziierten Antigens (TAA) 
oder gegen ein Epitop im Tumorendothel (TE) gerichtet, wahrend die weiteren Spezifitaten hochmolekulare oder nie- 
dermolekulare Liganden betreffen und z.B. mit den Komplexonen Athylendiamintetraacetat bzw. Diathylentriaminpen- 
taacetat in Yttrium 90 komplexierter Form (EDTA- 90 Y bzw. DTPA-^Y) reagieren. In einer besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform erfolgt die Bindung mit den Komplexonen am Komplexon-Rezeptor-Arm uber fos-jun Interaktion (oder 

25 auch Avidin-Biotin Interaktion). Weitere bevorzugte Spezifitaten haben katalytische Eigenschaften. 
Bispezifische Antikorper wurden bisher nach folgenden Methoden hergestellt 

- chemische Kopplung von Antikorpern verschiedener Spezifitat uber heterobif unktionelle Linker (H. Paulus, Behring 
Inst. Mitt. 78, (1985), 118-132) 

30 

- Fusion von bereits vorhandenen Hybriden, die verschiedene monoklonale Antikorper (MAK) ausscheiden, und 
Isolation des bispezifisch-monovalenten Anteiles (U.S. Staerz und M.J. Bevan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 
(1986) 1453-1457) 

35 - Transfektion der leichten und schweren Kettengene zweier verschiedener MAK (4Gene) in murine Myelomzellen 
oder andere eukaryotische Expressionssysteme und Isolation des bispezifisch-monovalenten Anteiles (U. Zim- 
mermann, Rev. Physio. Biochem. Pharmacol. 105 (1986), 176-260; J. van Dijk et al., Int. J. Cancer 43, (1989), 
944-949). 

40 Solche bispezifische Antikorper werden zur Therapie und Diagnostik von malignen Tumoren eingesetzt. Das Prin- 

zip des Verfahrens besteht darin, daG im ersten Schritt durch Injektion des bispezifischen Makromolekuls uber langere 
Zeitraume und mit hohen Dosen eine Absattigung der Epitope, die von einer der beiden Spezifitaten auf den Zielzellen 
erkannt werden, erreicht wird. Im zweiten Schritt, der aus einer mehrtagigen Unterbrechung der Behandlung besteht, 
findet die Autoelimination des unspezifisch adsorbierten bispezifischen Antikorpers aus den Nicht-Zielgeweben statt. 

45 Diese Autoelimination kann durch Injektion eines mit Zuckerresten, vorzugsweise Galactose gekoppelten antiidio- 

typischen Antikorpers, der gegen den Anti-Tumor-Arm des bispezifischen Rezeptors gerichtet ist, beschleunigt werden. 

Der dritte Schritt des Verfahrens besteht in der i.v. Injektion eines radiomarkierten, hydrophilen, sich nicht in Zellen 
anreichernden niedermolekularen Liganden mit kurzer Verweilzeit im Organismus, der hohe Komplexkonstanten fur 
beta- und gamma-Strahler wie 90 Y, 186 Re, 188 Re, 189 Re, 99m Tc oder l11 ln hat und an den die zweite Spezifitat des bi- 

so spezifischen Antikorpers mit hoher Affinitat bindet. Durch diesen Schritt wird eine Anreicherung des radioaktiven Li- 
ganden, verbunden mit langerem Verbleib am Zielgewebe erreicht, was die selektive Zerstorung des Zielgewebes zur 
Folge hat bzw. eine Diagnostik beispielsweise von Metastasen ermoglicht. 

Wir haben gefunden, daG tetravalente bispezifische Rezeptoren gemaG Formel I oder Formel II besonders gut 
gentechnisch herstellbar sind, da sie wesentlich effizienter exprimiert werden als andere Konstrukte. Hinzu kommt, 

55 daG die Aviditat der ursprunglichen Antikorper zu den entsprechenden Antigenen bei den erfindungsgemaGen Kon- 
strukten erhalten bleibt. Bevorzugt sind Konstrukte mit 1 bis 5, ganz bevorzugt 1 Hinge Region zwischen C H 1 und V H 2, 
da solche Konstrukte besonders effizient in BHK-Zellen exprimiert werden. Als Linker werden vorzugsweise die Se- 
• quenzen entsprechend der Peptidsequenz (Gly-Gly-Gly-GIy-Ser) x mit x = 3 bis 5 oder GEAAPAAAPAAAAAGG einge- 



2 
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setzt. Im ubrigen werden die in vorgenannter EP-A2-0404 097 beschriebenen oder bevorzugten Antikorper-V-Gen- 
Fragmente bzw. Spezifitaten auch hier vorzugsweise eingesetzt. 




Formel II 



H = Hinge 
L = Linker 

— - Peptidbindung 

— = Disulfidbrucke 

Im folgenden wird beispieihaft die Konstruktion eines Fusionsgens beschrieben, welches fur ein tetravalentes 
bispezifisches Rezeptormolekul kodiert. Wenn nicht anders vermerkt, sind die dabei verwendeten Techniken dem Buch 
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"Molecular Cloning: A Laboratory Manual" entnommen (T. Maniatis et al. f 1989). Weitere Einzetheiten sind in EP- 
A2-0404 097 beschrieben, auf die hier besonders Bezug genommen wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft folglich bispezifische tetravalente Rezeptoren gemaB Formel I oder Formel II, 
Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. Vorzugsweise ist eine Spezifitat gegen animale oder humane 
tumorspezifische Antigene gerichtet 

und die andere Spezifitat besitzt katalytische oder enzymatische Aktivitat oder ist gegen einen Komplexbildner 
gerichtet. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stammt eine Spezifitat von den monoklonalen Antikorpern 
mit den variablen Regionen gemaG Tab. 2, 3, 4 oder 5 aus EP-A2-0404 097 mit folgenden Sequenzen: 



* 
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Tab . 2 MAX A 
VH 

QV.QLQESGGGLVQPGGS-LRL 
CAGG7CCAAC7GCAGGAG7CTGGAGGAGGC77GG7ACAGCC7GGGGGTTC7C7GAGAC7C 
10 20 30 40 50 . 60 



scatsgfsdyymnwvrqp pg 
tcctc<:gc\ac?tctgggt7cagtgattac7acatgaag7gc^ 

70 80 90 100 110 120 



KALEWLGFISNKPNGKTTEY 
AAAGCACT7GAG7GG77GGG7777A77TCAAACAAACC7AA7GG7CACACAACAGAG7AC 
130 140 150 160 170 180 



SASVKGRFTISRDNSQSILY 
AG7GCA7C7G7GAAGGG7CGGTTCACCATC7CCAGAGATAA7TCCCAAAGCATCC7CTAT 
190 200 210 220 230 240 



LQMN 7 L ' R A Z D S' A 7 Y Y C A R D K 
C 77 CAAA7GAACACCC7 GAGAGC 7 GAGGACAG7GCCAC 77 ATT ATT GTGC AAGAGAT AAG 
250 ■ 260 270 230 290 . 300 



G I R W Y F D V W G Q G 7 T V T V S S 
GGAATACGA7GG7AC7TCGATG7CTGGGGCOlAGC^ 

31C 320 330 340 35C 



VX 

AILSASPGEKVTM7CRASS5 
AC<:AATCC7G7CTCCATC7CCAGGGGAGAAGG7CACAATGAC77GCAGGGC CAGC7CAAG 
10 20 30 40 50 60 



VSYMKWYQQKPGSSPKPWIY 
T G7 AAG 7 TACATG CAC TGG7ACCAGCAGAAGCCAGGA7CC7CCCCCAAACC C7GGATTTA 
70 80 90 100 110 120 



ATSNLASGVPARFSGSGSGT 
TGCCACATCCAACC7GGCTTC7GGAGTCCCTGC7CGC77CAG7GGCAGTGGG7C7GGGAC 
130 140 150 160 170 ISO 



SYSL7 I I.RVEAEDAATYYCQ 
C7C77AC7C7C7CACAA7CATCAGAG7GGAGGC7GAAGATGC7GCCAC77A77AG7GCCA 
190 200 210 220 230 240 



QW5SNPLTFGAG7KLSI 
GCAGTGGAG7AG7AACCCGC7CACG7TCGG7GC7GGGACCAAGC7GGAGATC 
250 260 270 280 290 * 
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Tab. 3 MAK 3 
VH 

s LQESGPDLVKPSQSLSLTCT 
CTGC^GGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACT 
10 20 30 40 50 60 



v t g y s itsgyswkwirqfpg 
gtcactgc<:tactccatcaccagtggttatagctgc<^ctggatccggcagtttccac<l^ 

70 80 90 100 110 120 



NK'LEWMGYIQYSGITNYNPS 

aacaj^actggaatggatgggctacatacagtac\gtggtat^ 

- 30 140 150 160 170 180 



LK S R I S ITRDT5KNQFF LQL 
CTCAJ^AGTCGAATCTCTATCACTCG^ 

ISO 200 210 220 230 240 



NSVTTEDTATYYCAREDYDY 
a K^C- GTGACT ACTGAGGACACAGCCAC AT ATTACTGTGCAAGAGAAGACTATGATTAC 
25 ' 250 260 270 280 290 300 

v w v - o v W G A G 7 T V T V S S 
CAC?C<n^CTTCGAIGTCTGG^^ 
30 310 320 330 340 350 



VK 

LTQ'SPAIMSASLGIEITL T^C^ 
C^G^CCC^G T CTCC^GCAA'TCATGTCTGCATCTG'rAGGGGAGGAGATCACCCTAACCTGC 
l0 20 30 40 5C 60 



40 srsSSVSYMHWYQQKSGTSP 
r GT a CCAGCTC'GAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC 
70 80 90 100 110 120 



K L L T Y S T S M L A S -G V ? S R r S G 
AAAC^C T TGATTTATAGGACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCAGTGGC 
130 140 150 160 170 ISO 

S GS GT F Y SLT I' 5 S V E A E D A^A^ 
so \GTGGGTCTGGG^CCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGGC 

190 200 210 220 , 230 240 

DYYCHQWSSYPTFGGGTX-LE 
cc GAT ~ A T t AC T GC C AT CAGTGGAG TAG TTATCCCACG7 TCGGAGGGGGGACCAAGGTGGAG 

* "250 260 270 280 2SO 300 
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Tab. 4 MAK C 
VE 

•QVQLQQSGPELVKPGASVXM 
CAGGTCCrACTGCAGCAGTCTGG^.CCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATG 
10 20 30 40 50 o0 



SCKASGYTFTYYVIHWVXQX 
TCC T GCAAGGCTTCTGGATACnCATTC\CTTACTATGTTATTC?.CTGGGTGAAACAG?-nG 

70 80 90 100 110 120 



PGQGLEWIGYIKPYNAGTEY 
15 cCTGGGC^GGGCCTTGAGTGGATTGGATACATTCATCC-TAC^ATGC'TGGiACTGAGTAC 

130 140 150 160 170 180 



ns'kfxgkatltsoxssstay 

20 AATGAGAftGT^GttAGGCAAGGCCACACTGAC^^ ~--C 



.90 



'200 210 220 230 240 



M - L S S L T S E D ■' S A V Y ¥ C S MG R 
irr^GCTCACCAKCTGACCTCTaV^CTCT^^^ 
25 250 260 270 280 2S0 300 



ggdywgqgttvtvss 
gc<k;<:-g--.ctac-ggc^cc-j^gggacc\cc^tcaccgtctcctc; 

30 3:0 320 330 340 



VK 

LTQS?AIMSAS?GEKVT M 
^~^.1C^"^GTCTCCAGCAATTATGTCTGCATCTCCTGGC<^G--AGGTCACCATGACCTGC 
1C 20 30 40 50 =0 



SAS5SVSYMHWYQQKSGTS? 

iG~r-COC<:~^-"G T GTAAGTTAC^TGCACTGGTACC\GC\GAAGTCAGGCACCTCCCCC 
- ? -— go 9Q 10(J uo 12Q 



KRW" YDT SKLASGVP ARF SG 
45 £ AA? GA~ GGAT" 7, AT GACAC AT CCAAAC TGGCT TC TGGAGTCC C TGC TCGCTTCAGTGGC 

", 30 140 150 ' 150 170 130 



SG5G TSYSLTIS SMEAEDAA 
C"*GGGTC~GGGACCTCTTA.CTC7CTCACAATCAGCAGCA.TGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
130 200 210 220 230 240 



-nvv^QQWSSNPFTFGAGTXL 
iC^TAT-aCTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCGCGGGGACCAAGCTG 
ss 250 260 270 280 290 300 
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Tab . 5 MAK D 
VH 

AESGPGLVR LTSLS ITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCC7G7CCATCACTTGCACTGTCTCT 
10 20 30 40 50 60 



GFSLISYGVHWVRQPPGKGL 
GGCTT7TCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSALMS 
GAGTGGCTGGGAG7AATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATG7CC 
130 140 150 160 170 180 



R L S ISKDMSKSQVFLKMN S L 
AGACTGAGCATC^CAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTG 
190 200 210 220 230 240 



QTGDTAIYYCARGGDDYDGF 
CAAA C7GG7 GACACAGCCAT ATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGAT GAT T AC GATGGG 7 77 
250 260 270 280 290 30C 



A^WGQGTTVTVSSGSS 
GCT7ACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTCC 
310 320 330 340 



VK 

lt'qspsslavsagekvtmsc 
ctc^cccagtctcc\7cc7ccc7gc<:tgtgtcac<aga\gac^.gg7c^ctargac<:tc^ 

10 20 30 40 50 6C 

KSSQSLLSSTKRKNYLAWYQ 
> ^JVTCCAG7CAGAGTGTGC7CAGCAG7ACAAAGCGAAAG^ 

70 80 90 100 110 120 

QKPGQSPKLLIYWASTRESG 
C^GAA^COC<2TC\GTCTCC7AAAC^ 

130 140 150 ' : - 160 110 180 

vo DRFTGSGSGTOFTLTISS 
G7CCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCAC7CTCACCATCAGCAG7 
ISO 200 210 220 230 240 

VQAEDLAVYYCKQSYNLRAF 
G7GCAGC<:TGAAGACCTGC^G7T7ATTACTGCV^CVv7C77A7AATCTTCC^CGT7C 
250 260 ' 270 280 ' 290 300 

GGGTKLEIK 
GG7GGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA 
310 320 
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Beispiel 1: 

Ein Derivat eines M13 Phagen (V H PCR), welches den 5' Teil eines schwere Ketten Gens bestehend aus Promo- 
terregion, Signalexon, Intron 1, V H Exon und Intron 2 enthalt (R. Orlandi et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 86, 
s 3833-3837, 1988) wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und BamHI gespalten, das Insert isoliert und in 
einen Hindlll/BamHI gespaltenen KS+ Phasmid (pBluescript KS*+, Stratagene LaJolla, CA, USA) kloniert. Durch Re- 
striktionsanalyse und Nukleinsauresequenzanalyse wurde der Phasmidklon (A) identifiziert, der das aus dem V H PCR 
ausgeschnittene Insert enthalt (Fig. 1). 

10 Beispiel 2: 

Der Phasmidklon (A) wurde mit Xbal und Hindi I gespalten, die Xbal Schnittstellen mit Klenow Polymerase und 
dNTPs aufgefullt und das DNA Fragment mit dem V Gen Exon isoliert. Das isolierte DNA Fragment wurde dann in 
einen KS+ Phasmid kloniert, aus dem durch einen Pvull Verdau der Polylinker und dem Polylinker benachbarte Be- 

15 reiche entfernt worden waren. Es wurde der Klon (B) identifiziert, der das V H Insert und die zwischen den Xbal und 
BamHI bzw. Hindll und Hindlll Schnittstellen gelegenen Bereiche des KS+ Polylinkers enthalt (Fig. 2). Der Phasmid 
B wurde verwendet, urn die V H Gene der Antikorper I und II (V H 1 und V H 2) nach Ampiifikation aus der cDNA der 
Hybridzellen zu klonieren. Die Ampiifikation der V H Gene erfolgte nach der von R. Orlandi etal. (1 989, a.ao.) beschrie- 
benen Methode. Der Phasmidklon B mit dem V H 1 Gen wird als B1 und der Phasmidklon B mit dem V H 2 Gen als B2 

20 bezeichnet(R.M. Hudziak et al., Cell., Vol. 31, 137-146, 1982; F. Lee etal., Nature, Vol. 294,228, 1981). 

Beispiel 3: 

Ein pUC 19 Plasmid, der das C H 1 Exon und das erste Hinge Exon eines humanen lgG 3 Gens enthalt (EP 
25 A2-0404097; Fig. 3 ibidem: lgG 3 (F(ab') 2 1H)), wurde mit der Restriktionsendonuklease Hindlll gespalten und die 
Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt. Dann wurde mit Pstl partiell gespalten, das DNA Fragment mit 
dem C H 1 Exon und dem Exon isoliert und in einen mit Pstl und Hindll gespaltenen pUC 18 Plasmid kloniert. Es 
wurde der Klon (C) isoliert, der-5 1 des Insert eine BamHI und 3' des Inserts eine Hindlll Schnittstelle tragt (Fig. 3). 

30 Beispiel 4: 

Der Plasmidklon C wurde mit Hindlll gespalten, die Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt. Dann 
mit BamHI das Insert mit den C H 1 und H n Exons ausgeschnitten, isoliert und in einen KS+ Plasmid (pBluescript R 
IIKS+, Stratagene, LaJolla, CA, USA) kloniert. Der KS+ Plasmid war mit Xbal gespalten, die Xbal Schnittstellen mit 
35 Klenow DNA Polymerase aufgefullt und anschlieBend mit BamH 1 nachgeschnitten worden. Es wurde der Phasmidklon 
(D) isoliert, der das Insert mit den C H 1 und Hinge 1 Exons in einer Orientierung enthalt, bei der sich auf der 5' Seite 
des Inserts eine BamHI und eine Hindlll Schnittstelle befinden (Fig. 4). 

Beispiel 5: 

40 

Der Phasmidklon (B1) wurde mit Hindlll und BamHI gespalten, das Insert mit dem V H Gen des Antikorpers I 
isoliert und in den ebenfalls mit Hindlll und BamHI gespaltenen Vektor (D) kloniert. Es wurde der Klon (E) isoliert, der 
das V H 1 Gen, das C H 1 und das Hinge 1 Exon enthalt (Fig. 5). 

45 Beispiel 6: 

Aus dem Phasmidvektor B2 wurde mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) unter Verwendung der Oligonukleo- 
tide V H Oligol und V H Oligoll (Tab. 1)ein DNA Fragment amplifiziert (F), welches ein urn einen Linker verlangertes V H 
Gen enthalt und an seinem 5' Ende eine gespaltene Pvull und an seinem 3' Ende eine BamHI Schnittstelle tragt (Fig. 
50 6). Dieses Fragment wurde mit BamHI gespalten und in einen BamH1/Pvull gespaltenen KS+ Vektor kloniert, bei dem 
vorher eine der beiden intemen Pvull Schnittstellen durch Asp718/Pvull Spaltung, Auffullen der Schnittstellen und 
Religation zerstort worden war. 

55 
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Tab. 1: 
V Oligol: 



PvuII 

CT.G CC . GCC • CCC . GCA . GCC . GCA . 
GCC . GCA . GGC . GGC . CAG . GTC . CAA . CTG . CAG . GAG . 
AGC . GGT . CCA ♦ GG 3 



V OligoII: 



BamHl 

J CGG . GGA.TCC. TAT . AAA . TCT . CTG . GC 

Es wurde der Phasmidklon (F) isoliert, der das amplifizierte Fragment enthalt (Fig. 6). 
Beispiel 7: 

Die Oligonucleotide Oligolll und IV (Tab. 2) wurden miteinander hybridisiert und das entstehende DNA Fragment 
in den mit PvuII gespaltenen Phasmidklon (F)ligiert(Fig. 7). Es wurde der Phasmidklon (G) isoliert, derein Fusionsexon 
aus einem Hinge Exon, einem Oligonukleotidlinker und dem V H 2 Gen enthalt. 
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Oligo III: 

5 ' Hind III Sph I 

GCG . G AA.GCT.T CG . G GC. ATG.C TA . ATC . TTC . TCT . CTT . GCA . GAG . 
CCC . AAA . TCT . TGT . GAC . ACA . CCT . CCC . CCG . TGC . CCA . AGG . TGC. 
CCA.GGA.CAG 

3 ' 



Oligo IV: 
5' 

CTG. TCC . TGG . GCA . CCT . TGG . GCA . CGG . GGG . AGG . TGT . GTC . ACA . 
AGA . TTT . GGG . CTC . TGC . AAG . AGA . GAA . GAT . TAG . CAT . GCC . CGA . 
AGC . TT C . CGC s P n 1 

Hind III 3 



Beispiel 8: - 

Aus dem Plasmidklon 54.1.24, der ein humanes lgG 3 C-Gen enthalt (EP-A2-0404097, Fig. 2) wurde mit den Oli- 
gonukleotiden V und VI (Tab. 3) das C H 3 Exon und der 3' NT Bereich des lgG 3 Gens herausamplifiziert und in die 
BamH1 und EcoRI Schnittstellen eines pUC19 Plasmids kloniert (Fig. 8). Es wurde der Plasmidklon (H) isoliert, der 
das C H 3 Exon des lgG 3 Gens enthalt. 
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Tab. 3: 



5 

Oligo V: 



10 

5' BamHl 

3 ' 

CC . TCT . GCC . CTG GGA TCC. ACC . GCT . GTG . CC 



75 



Oligo VI: 



20 



5' EcoRI 

3 ' 

AAC . CAT . CAC . GAA.TTC . ACA . GGG . GCC 

25 

Beispiel 9: 

Der Plasmidklon (H) wurde mit BamHl und EcoRI gespalten und das DNA Fragment, welches das (^3 Exon tragt, 
in den mit BamHl und EcoRI gespaltenen Phasmidklon (G) kloniert (Fig. 9). Es wurde der Phasmidklon (I) isoiiert, der 
30 das Hinge/ Linker/V H 2 Fusionsexon und das C H 3 Exon enthalt. 



Beispiel 10: 

Die Phasmidklone (E) und (I) wurden mit Hindlll und Sphl gespalten. Das Insert des Klons (E) wurde in die Hindlll 
35 und Sphl Schnittstellen des Phasmidklons (I) kloniert. Es wurde der Phasmidklon (K) isoiiert, der ein Ig schwere Ketten 
Fusionsgen enthalt, welches aus Signalexon, V H 1 Exon, C H 1 Exon, Hingel Exon, Hinge/ Linker/V H 2 MAkll Fusionsexon 
und C H 3 Exon besteht (Fig. 10). 



Beispiel 11: 

40 

Aus dem Phasmidklon (K) wurde das Hindlll-EcoRI Fragment mit dem Fusionsgen ausgeschnitten und in einen 
pAB Stop Expressionsvektor kloniert (Fig. 19, (pAB Stop ist ein Derivat des pAB 3 Vektors (G. ZettlmeiBI et al., BIM, 
82, 26-34, (1988), bei dem das AT III Gen durch einen Polyiinker ersetzt wurde), dessen BamHl Fragment durch einen 
EcoRI Linker ersetzt worden war. Es wurde der Klon (L) isoiiert, der das Fusionsgen enthalt (Fig. 11). Der Klon (L) 
45 wurde aufgebaut und fur Transfektionen in Saugerzellen verwendet. 



Beispiel 12: 

Konstruktion leichte Kette Gen: 
so Der Phasmidklon (B) wurde mit Hindlll und BamHl gespalten und das V H Insert durch das aus dem Vektor V K PCR 
(R. Orlandi et al. 1989, a.a.o.) isolierte V K Insert ersetzt. Es wurde der Phasmidklon (M) isoiiert, der ein Signalexon 
und ein V K Exon tragt {Fig. 12). Der Phasmidklon wurde verwendet, urn die amplifizierten V K Gene der MAk I und II 
zu klonieren. Der Vektor M mit dem V K 1 Gen wurde als M1 und der Vektor M mit dem V K 2 Gen wurde als M2 bezeichnet. 



55 Beispiel 13: 

Das humane C K Gen (Hieter et al., J. of Biol. Chem., 257: 1516-1522, 1982) wurde als EcoRI Fragment isoiiert 
und in die Smal Schnittstelle eines pUC 19 kloniert. Es wurde der Klon (N) isoiiert, der das humane C K Gen enthalt 
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(Fig. 13). 
Beispiel 14: 

5 Der Klon (N) wurde mit EcoRI und Hindlll gespalten, das C K Insert isoliert und in einen EcoRI/Hindlll gespaltenen 

KS+ Vektor kloniert. Es wurde der Phasmidklon (O) isoliert, der das C K Insert enthalt (Fig. 14). 

Beispiel 15: 

10 Der Klon (O) wurde mit BamHI gespalten, das C K Insert isoliert und in einen BamH1 gespaltenen pAB Stop Vektor 

kloniert. Es wurde der Klon (P) isoliert, der das C K Insert in einer Orientierung enthalt, in der das 5' Ende des C K Gens 
in der Nahe der Hindlll Schnittstelle des pAB Stop Vektors liegt (Fig. 15). 

Beispiel 16: 

15 

Der Klon (P) wurde partiell mit BamHI gespalten, die Schnittstellen mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt und 
religiert. Es wurde der Klon (Q) identifiziert, bei dem die BamHI Schnittstelle 3* des C K Gens zerstort ist (Fig. 16). 

Beispiel 17: 

20 

Der Phasmidklon (M1) mit dem V K 1 Gen wurde mit Hindlll und BamHI gespalten. Das Insert mit dem V K Gen 
wurde isoliert und in die Hindlll und BamHI Schnittstelle des Expressionsvektors (Q) ligiert. Es wurde der Klon (R) 
identifiziert, der ein intaktes Kappa leichte Ketten Gen mit Spezifitat des Antikorpers I enthalt (Fig. 17). 

25 Beispiel 18: 

Der Plasmidklon (H) mit den C H 3 Exon des humanen lgG 3 Gens wurde mit EcoRI und Hindlll gespalten, das C H 3 
Insert isoliert und in einen EcoRI/Hindlll gespaltenen KS+ Vektor kloniert. Es wurde der Phasmidklon (S) isoliert, der 
das C H 3 Insert enthalt (Fig. 16). 

30 

Beispiel 19: 

Der Klon (S) wurde mit BamHI gespalten, das C H 3 Insert isoliert und in einen BamHI gespaltenen pAB Stop Vektor 
(Fig. 19) kloniert. Es wurde der Klon (T) isoliert, der das C H 3 Insert in einer Orientierung enthalt, in der das 5' Ende 
35 des C H 3 Exons in der Nahe der Hindlll Schnittstelle des pAB Stop Vektors liegt (Fig. 20). 

Beispiel 20: 

Der Klon T wurde partiell mit BamHI gespalten, die Schnittstelle mit Klenow DNA Polymerase aufgefullt und reli- 
40 giert. Es wurde der Klon (U) identifiziert, bei dem die BamHI Schnittstelle 3' des C H 3 Gens zerstort ist (Fig. 21 ). 

Beispiel 21: 

Der Phasmidklon (M2) mit dem V K 2 Gen wurde mit Hindlll und BamHI gespalten. Das Insert mit dem V K Gen 
45 wurde isoliert und in die Hindlll und BamHI Schnittstellen des Expressionsvektors (U) ligiert. Es wurde der Klon (V) 
identifiziert, der ein intaktes leichte Ketten Gen mit Spezifitat des Antikorpers II und ein C H 3 Exon als konstante Region 
enthalt (Fig. 22). 

Die Expressionsplasmide L, R und V wurden zusammen mit geeigneter, Selektionsmarker-tragenden Phasmiden, 
wie z.B. pRMH140 (Fig. 23) (R.M. Hudziak etaL, 1982, a.a.o.) Oder pSV2dhfr (Fig. 24) (F. Lee etal., 1981, a.a.o.), in 
so Saugerzellen kotransfiziert (30), durch Selektionsdruck Transfektomaklone selektioniert und durch Testung der Uber- 
stande mittels geeigneter Assays solche Transfektomaklone identifiziert, die bivalente tetraspezifische Rezeptormo- 
lekule sezernieren. 

55 
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Patentanspruche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, NL, LU, PT, SE 

1. Bispezifische, tetravatente Rezeptoren nach Formel I 




Formel II 



dadurch gekennzeichnet, daG nur die zusammengehorigen V L und V H -Paarungen gebildet werden und die C H 1 
Domanen mit den V H 2 Domanen Ober 1 bis 10 Hinge-Regionen H und einen geeigneten Peptidlinker L verbunden 
sind, wobei die Disulfidbrucken (dunne Striche) im Bereich der Hinge-Regionen die Dimerisierung der bivalenten 
Halbmolekule bewirken. 
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Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat gegen animale oder humane tumor- 
assoziierte Antigene gerichtet ist. 

Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat katalytische oder enzymatische Akti- 
vitat besitzt. 

Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat gegen animale oder humane tumor- 
assoziierte Antigene gerichtet ist und die andere Spezifitat katalytische oder enzymatische Aktivitat besitzt. 

Rezeptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat gegen animale oder humane tumor- 
assoziierte Antigene gerichtet ist und eine andere Spezifitat gegen ein Komplexon gerichtet ist. 

Rezeptoren nach Anspruch 1, 2, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat von den monoklonalen 
Antikorpern mit den variablen Regionen gemaB Tab. 2, 3, 4 oder 5 mit foigenden Sequenzen stammt: 
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Tab. 2 MAX A 
VH 

QVQLQESGGGLVQPGGS L R L 
CAGGT C C AAC T G CAGGA.GTCT GGAG GAGGCT T GG T A.CAGC C TGG GGG T TC T C T GAGAC TC 
10 20 30 40 50 5C 



SCATSGFSDYYMNWVRQP'PG 

~CCTGCGCAAC7TCTC<5GTTC\G7CLW?ACT^ 

70 80 90 100 HO 120 



XALEWLGFISNKPNGKTTr.Y 
AAAGCAC77GAG TGG 7 T GGG7 T TTA7 TTGAAACAAACCT AATGGTCACACAACAGAGTAC 
^30 140 150 160 1"0 ISO 



RDNSQSIL 



A 

.-.^w^.o, ^ 



- -nr GTGAA.G G GT C GGT TCACCAT CTCCAGAGATAA77 C CCAAAG CAT CCTCTAT 



L Q M M 7 1 R A E D S A T Y Y C A a D K 
C T* 1 " CAAA^GAAC A.C C G T GAGAGC TGAGGACAGTGCCA.C7T ATT A.T T GT GC AAGAGAT AAG 
250 260 270 230 290 300 



3 I s >; v 7 3 v W G Q G T T V TVS S 
GGA A ^ A.C GA7GGT ACT T C GATGTCT GGGGCCAAGGGACCAC GG T CAC CG T C7C CT C : 
510 32C 330 340 350 



VK 




v s v M h w Y Q Q K ? G S S ? K ? W I Y 

vr:^c"~-CA~ r -C^C7C<;7AC^^ 

70 " 80 90 100 110 120 



A TSNLASGVPA RrS Jj_S^C,_S ™ ' 
^GCCZC \ r C CAACC7GGCTT CT GGAGTC CCT GC i C GC T TCAGTGGCAGT GGGT C T Gvrw.C 
;3C 140 150 160 170 130 



s v s l T I I * V E A E D A A T Y Y C Q 
c --7 T ic^C-C^CA CA A^CATCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA 
ico 200 210 220 230 240 



QW^SNPLTcGAGTKLSI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC 
2^0 260 270 280 290 • 
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Tab . 3 MAX 3 
VH 

LQESGPDLVKPSQSLS LTCT 
CTGC^GGAGTC^GGACCTGACCTKTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTG 

10 20 30 40 50 60 



V T G Y S I T S G Y S W M W 1 R Q F ? G 
GTCACTGGCTACTCCATCACC^GTGGTTATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGA 
70 30 90 100 110 120 



NKLEWMGYIQYSGITNYNPS 
AAC AAACTGGAAT GGATGGGCT ACATACAGTACAG TGGTATCAC TAACTACAACCCC TC T 
13C 140 150 160 170 180 



IK SRI SITRDT5XNQFFLQL 
CTCAAAAGTC GAAJI CTCTATC^CTCGAGACACVTCCAAC^^ 

ISO 200 210 220 230 240 



MSVTTFDTATYYCASFDYDY 
AAT T CAG TGAC TACT GAGGACACAGC CAC AT ATT ACTGTGCAAGAGAAGACT ATGAT TAC 
250 260 270- 280 290 300 



H W Y F D V W G A G T T V 7 V S S 
CACT GvjtTACTTG^-iA i o iC - <r^jr^j^.s^„AGvj>o-" , -^CACGGTCACCsj i C iCC - C-* 
31C 320 330 340 350 



VK 

LTQSPAIMSASLGIFITLTC 
C TGAC CCAG T C T C CAGC AAC CATG TC TGG AT C TC TAGGGG AGv AGATCA.CCC T AA.C C TGG 
10 20 30 40 50 60 



sts5sv5ymhwyqqksgts? 
agtacgac<:tcg.agtgtaagttac^tc<^ctggtaccac^gaagtc>.ggcacttctccc 

70 30 90 100 110 120 



klliystsmlasgvpsrfsg 
aaactcttcatttatagcacatccaacctc<]cttc^ 

130 140 150 160 170 130 



S G S GT F YSLT I •• S SV5AF D A A 
AGTGGGT CT GGGACCT T TTAT T CTGTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCT GAAGAT GCT GC C 
190 200 210 220 230 240 



DYYCKQWSSYPTFGGGTKLE 
GAT TAT TAC T GC GAT CAGT GGAGTAGTT ATCCCAC GTTCGGAGGGGGGAC CAAGCTGGAG 
250 260 270 280 290 300 
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Tab . 4 MAK C 
VE 

QVQLQQSGPELVKPGASVKM 
CAGG 7CC AACTGG AGCAGT C7GGACC 7GAGC7GGTAAAGC G 7GGGGG7 7CAGTGAAGA7 G 
1C 20 30 40 50 60 



S C K A S G Y 7 F T Y Y V I H W V X Q X 
TCGTGCAAGGGTTC7GGA7AC^CATTCACTTACTA7GTTA7TGACTGGGTGAAACAGAAG 
70 80 90 100 110 120 



PGQGLEWIGYIHPYNAGTEY 
CG7GGGCAGGGCC77GAG7GGA77GGATACATTCATCC77ACAA7GC7GG7AC7GAG7AC 
130 140 150 160 170 ISO 



NEXFXGKATLTSDKSS STAY 
AATGAGAAGTTCAAAGC^^GGCCAC^CTGAC^^ 

190 200 210 220 230 240 



ME 1 S S L 7 S E D ■ ' S A V Y Y C S M G R 
ATC<IAGC7CLAC£AGCC7G^^ 

250 250 270 280 290 300 




VK 



Q 5 ? A I M 5 A 5 ? G E X V 7 M 7 C 
7 G7 G CAGG AA7 7A7 G7 C7GC A7C7C C7GGGGAGAAGG 7C ACC A7GAC G 7GC 
10 20 30 40 50 cG 



ASSS VSYMHWYQQKSG7S? 
AG7GCCAC<:7CAAG7G7AAGTTACA7GC\CTC^^ 

70 80 90 100 110 120 



K R W I Y D 7 S X L A S G V ? A R c 
AAAAGAT GGAT7 7 A7 GACAC AT G CAAAC 7GGG77G 7GGAG 7 CC C 7 C 

130 140 150 ' 160 170 150 



SGSG7 5YSLTI SSMEAEDAA 
AG7GCXS7CTGGGACC7CTTAC7C7CTCACAATCAGC^^^^ 

190 200 210 220 230 240 



7 Y Y G Q Q W S S N ? F 7 F G A G T K L 
AC7TAT7AC7GCCAGCAG7GGAG7A.G7AACCCATTCACGTTCGGCGCGGGGACCAAGC7G 
250 250 270 230 290 300 
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Tab. 5 MAK D 
VH 

AESGPGLVRLTSLSITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCAC7G7CTCT 
10 20 30 40 50 60 



GFSLISYGVHWVRQ??GKGL 
GGC7T7TCA7TAA77AGTTATGG7G7ACACTGGG7TCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSALMS 
GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGG7GGAAGCACaAA77A7AAT7CGGC7C7CATGTCC 
130 140 150 16C 170 180 



RLS ISKDN5KSQVFLKMNSL 
AGAC7GAGCA7CAGC^AAC^CAAC7CCAAGAC^ 

190 200 210 220. 230 240 



Q7G3TAIYYCARGGDDYDG:: 
CAA-£7GG7GACACACCCATA7ACTAC7G7G^^ 

250 260 270 280 290 300 



AYWGQG7TV7VSSGE 
GC7 7 AC7 GGGGCCAAGGGACC ACGG 7CACCG7C7 CC7CAGG7 G? 
30 310 320 330 340 



VK 

L 7 Q S ? S S L A V S A G £ X V 7 M S C 
C7GACCCAG7C7CC\7CC7CCCTGGC7G7G7C*^ 

10 20 30 40 50 60 



KSSQSLLSSTKRKNYLAWYQ 
a a i~cCAG7CAGAG7C7GC7CAGCAG7ACAAAGCGA^^^ 

70 80 SO 100 110 120 



QXPGQSPKLLIYWAS7RESG 
C^aAAJ^C-C^7CAG7C7CC7AAAC7AC7CLATC7AC7 

120 140 150 150 170 180 



so 



Y ? D RF7GSGSG7DF7 L T 1 S S 
G-CCC7GA7CGC7TOVCAC^CAG7C<^:rC7 

190 200 210 220 230 240 

VQ^SDLAVYYCKQSYNLRAF 
G^CAGCC7GAAGACCTGCCAG?TTA77AC7C^ 

250 260 270 280 290 300 

GGGTKLEIK 
55 GG 7GGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA 

310 320 
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7. Rezeptoren nach Anspruch 1 bis Anspruch 6 als Arzneimittel. 

8. Verfahren zur Herstellung von Rezeptoren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daf3 die 
fur die schweren Ketten-Antikorperteile kodierenden DN A-Fragmente mittels Linker verbunden und in einem Ex- 
pressionssystem zusammen mit den Genen fur die leichten Ketten exprimiert werden. 

9. Bispezifische, tetravalente Rezeptoren nach Formel I, bei denen die C H 3. Domanen durch humane C H 1 Domanen 
ersetzt sind. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : GR, ES 

1. Verfahren zur Herstellung von bispezifischen, tetravalenten Rezeptoren nach Formel I 




dadurch gekennzeichnet, daB nur die zusammengehorigen V L und V H -Paarungen gebildet werden und die C H 1 
Domanen mit den V H 2 Domanen uber 1 bis 10 Hinge-Regionen H und einen geeigneten Peptidlinker L verbunden 
werden, wobei die Disulfidbrucken (dunne Striche) im Bereich der Hinge-Regionen die Dimerisierung der bivalen- 
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ten Halbmolekule bewirken. 

Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat gegen animale oder humane tumoras- 
soziierte Antigene gerichtet ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat katalytische oder enzymatische Aktivitat 
besitzt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat gegen animale oder humane tumoras- 
soziierte Antigene und die andere Spezifitat katalytische oder enzymatische Aktivitat besitzt. 

Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat gegen animale oder humane tumoras- 
soziierte Antigene gerichtet ist und eine andere Spezifitat gegen ein Komplexon gerichtet ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, 2, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB eine Spezifitat von den monoklonalen 
Antikorpern mit den variablen Regionen gemaB Tab. 2, 3, 4 oder 5 mit folgenden Sequenzen stammt: 
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Tab. 2 MAK A 
VH 

5 QVQLQESGGGLVQPGGSLRL 
C-.GGTCC\ACTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC 
10 20 30 40 50 6G 



SCATSGFSDYYMNWVRQP PG 
TCCTGCGCAACTTCTC^XttTCAGTGATT^^^ 

70 80 90 100 HO 120 



KALSWLGFISNKPNGKTTEY 
AAAGCACT T GAG7 GG T7 GGGTT T7 ATTTCAAACAAACCTAA7GG7CACACAACAGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 

SASVKGR F7I SRDN SQS I L Y 
20 AG~GCA7C7 G7GAAGGG7CGG7 7 CACCATCTCCAGAGAT AA7TC CCAAAGCATC CTCTAT 

190 200 210 220 230 240 



LQMNT LRAEDS.'A7 Y YCARDK 
25 C 7 7CAAA7GAACACC C 7GAGAGC 7 GAGGACAG7GCCAC77 A>T 7 A77G7 GC AAGAGA7 AAG 

2=^0 260 270 290 290 300 



G I R W Y F D V W G Q G 7 7 V 7 V S 5 
Ga-ATACGATC^7AC77CGATG7C7GC^^ 

310 320 330 340 350 



A I L S A S ? G E X V 7 M 7 C R A S S S 
iC<LVTCC7G7CTGCATCTCCAC<SGGAJGA^ 

iC 20 30 40 50 . 50 



40 VSYMHWYQQKPGSSPKPWIY 
TG~AAG77AC^~GCAC7C<;7ACC\GCAGAAG 

70 80 " 90 100 110 120 



45 



\ T 1 S N L A S GVPARF S G5 G S G7 
TKC^ATCCAACCTGTCTTCTG 

130 140 150 160 . 170 130 



S Y S L T I I ■ R V E A E D A A7 Y Y C Q 
50 C 7CTTACTCTC~CACAATCATCAGAGT^^ 

190 200 - 210 220 230 240 

QWSSNPLTFGAG7 K-LEI 
55 GCAG7GGAG7AG7AACCCGC7CACG77CGG7GC7GGGACCAAGC7GGAGATC . 

250 260 270 280 290 - 



22 



TH!S PAGE BLANK <uspto> 



EP 0 517 024 B1 



Tab. 3 MAK 8 
VH 

LQESGPDLVKPSQSLSLTCT 
C T G CAG GAG T CAGGAC C TGACCT GG T GAAAC C T TC TCAGT CAC T TTCAC TCACC T GCA.C T 
10 20 30 40 50 60 



vtgys itsgyswk wirqfpg 
gtc^ctgc^tactccatcaccagtggttatagc^^ 

70 80 90 100 110 120 



NKLEWMGYIQYSGIT'NYN? S 
'5 AAC AAAC T GGAAT GGAT GGGCT ACAT ACAGT ACAGTGG TAT CAC T AAC T ACAAC C C C T C T 

130 140 150 160 170 ISO 



LK SRI S ITRDTSKNQFF LQL 
C T CAAAAGT CGAATCT CTATCAC TCGAGACACYTCCAAGAACCAGT T CTTCCTGCAG7T G 
ISO 200 210 220 230 240 



NSVTTEDTATYYCAREDYDY 
AATT CAGT GACT ACTGAGGAC^C^GCCAC ATATT ACT GTGCAAGAGAAGACTATGAT TAC 
250 260 270 280 290 300 



HWYFJDVWGAGTTVTVS S 
CACTC^TACTTCa^TGTCTGC-C^IGCAGC-GACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
30 3 1 0 3 2 0 3 3 0 3 4 0 3 5 0 



VK 

LTQSPAIMSASLGEEITLTC 
C TGAC CCAGT CT C CAGC AAT CAT GTCTGCAT CTCT AGGGG AGGAGATC A.C C C T AAC C TGC 
10 20 '30 40 50 50 



s t s • s svsymhwyqqks g t s ? 
agtaccac<:tcgagtgtaagttag\tc<actggtacoac<^gaagtcac<;cacttc 

70 80 90 100 110 ,120 



45 K h L I Y S T SNLAS'-'GV? S R F S'G 

AJ^ACTCTTGATTTATAGCACATCCAACCT^ 

130 140 150 160 170 150 



S G S G T'F Y S L T I - S S V E AE D A A 
AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 210 . 220. ■• 230 240 



D Y Y C H Q W S S Y P T F G G G T K L E 
GATTATTACTGCCATCAGTGGAGTAGTTATCCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAG 
250 ' 260 270 280 250 300 
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Tab. 4 yjVK C 
VH 

. Q V Q L Q. Q S G P EL V K P G A S V KM 
CAGG7CCAACTGCAGCAGTC7GGACC7 

10 20 30 40 50 6C 



sckasgytftyyvikwvkqx 
10 tcctc<:ajvggcttctggatacacattcacttactatgttattc?.ctgggtgaaacagaag 

70 80 90 100 110 120 

pgqglewigyihpynagtey 
75 cctgg^cagggccttgagtggattggatacattcatccttacaatgctggtactgagtac 

130 140 150 160 170 ISO 



NEKFKGKATLTSDKSSSTAY 
20 AATGAGAAGTTCVLAGGCAAGGCCAC^CTGACTTCAGACAAATCC^^ 

190 200 210 220 230 240 



MELSSLTSED.-SAVYYCSMGR 

ATGGAGCTCAC<^C<:C7GACC^C7^ 

250 260 270 280 290 300 



GGDYWGQGT7V7 V S S 
GGCK^7GACTACTGGGGCC^.GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 



VK 

35 'L^Q SPAIMSASPGEKVTMTC 

CTGACCCAGTCTCCAGCAATTATGTCTGCATCT^^ 

10 20 30 - 40 50 60 



40 SASSSVSYMHWYQQKSGTS? 
AG^GCCAC<:7CAAGTGTAAGTTACAT(^CTGG7A^ 

70' 80 90 100 110 120 

4S ~K R W ■ I Y DT S KLAS G VP A R F S G 

AAAAGATGGAT 7T ATGACAC AT C CAAAC7GGC 7 TC 7GGAG 7 CC C TG C7CGC7 TCAG 7.GGC 
130 140 150 160 170 130 



S GSGT S Y SLT I S S ME .AE DAA 
50 AG^GGGTC7GGGACC7CTTACTG7C7CACA^TCAGCAGCA7GGAGGCTGAAGATGCTGCC 

190 200 . 210 220 230 240 



' ' v y C Q Q W 5 S N ? F 7 ■ F G A G T 
55 . ^ t ^ AC T GCC AGCAGT G GAG TAG TAACC CAT 7 CAC GT T CGG CG C GGG GAC CAAGC7G 

• " . 250- 260 .270 280 290; 300 
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Tab). 5 MAX D 

AES GPGLVRLTSLSITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTCTCT 
10 20 30 40- 50 60 



GFSLISYGV HWVRQ??GKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSA LMS 
GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
130 140 • 150 160 170 180 



RL S ISKDNSKSQVFLK M N S L 
AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTG 
190 200 210 220. 230 240 



QTGDTAI YYCARGGDD.YDGr 
CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACGATGGGTTT 
250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSG ES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAG7CC 
310 320 330 340 



VK 

l t q- s ?. s s l a v s ag e k v t m s c 
ctg^cccagtctccatcctccctgc<:tgtgtcagcaggagagaac-gtcactatgagctgc 

10 20 • 30 40 . 50 • SO 

K S S Q S L L S.S.TKRKN LAW Y Q 

aaatccagtcagagtctgctcagcagtacaaagcgaaagaactacttggcttggtaccag 

70 • . 80 '90 . 100 110 120 

Q K P G Q S P K L L I Y W. . A S T ,R E S G 
. CAGAAACCAGGTCAGTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCATCCACTCGGGAATCTGGG 
130 140- 150 - 160 -170. 180 

y »d'rf T G S G S.G T D F T. L T I S S 
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATT.TCACTCTCAGCATCAGCAGT 

190 200 210 220" , 230 240 

V Q A E , D LAV Y:Y C K Q S -Y . H L R A F 
' • GTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTC 
.250 260 • .270 280 v . 290 ■ 300: 

G . G " G T s K L E-.'- I .-.K " ' . ' \ 
• GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATGAAA \- -/ ■ • '• ■ • 

310 '• ••■ • 320 . . .. ■• : ' : .... 
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7. Verfahren nach Anspruch 1 bis Anspruch 6 zur Verwendung als Arzneimittel. 

8. Verfahren zur Herstellung von Rezeptoren nach Anspruch 1 , 2, 3, 4, 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daG die 
fOr die schweren Ketten-Antikdrperteile kodierenden DNA-Fragmente mittels Linker verbunden und in einem Ex- 
pressionssystem zusammen mit den Genen fur die leichten Ketten exprimiert werden. 

9. Verfahren zur Herstellung von bispezifischen, tetravalenten Rezeptoren nach Formel 1 , bei denen die C H 3 Doma- 
nen durch humane C H 1 Domanen ersetzt werden. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, Li, NL, LU, PT, SE 

1. A bispecific tetravalent receptor of the formula I 




formula I 

or formula II 
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formula II 

wherein only the V L and V H pairings which belong together are formed and the C H 1 domains are linked to the V H 2 
domains via 1 to 10 hinge regions H and a suitable peptide linker L, where the disulfide bridges (thin lines) bring 
about the dimerization of the bivalent halves of the molecule in the region of the hinge regions. 

A receptor as claimed in claim 1, wherein one specificity is directed against animal or human tumor-associated 
antigens. 

A receptor as claimed in claim 1, wherein one specificity has catalytic or enzymatic activity. 

A receptor as claimed in claim 1, wherein one specificity is directed against animal or human tumor-associated 
antigens and the other specificity has catalytic or enzymatic activity. 

A receptor as claimed in claim 1, wherein one specificity is directed against animal or human tumor-associated 
antigens and another specificity is directed against a complexon. 

A receptor as claimed in claim 1 , 2, 4 or 5, wherein one specificity derives from the monoclonal antibodies with 
the variable regions shown in Tab. 2, 3, 4 or 5 having the following sequences: 
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Tab. 2 MAb A 
VH 

QVQLQISGGGLVQPGGSLRL 
CAGG TC CAAC TG^-AGGAGTCTGGAG GAGGCT T GG TACAGC C T TC T CT GAGACT C 
10 20 30 40 50 SC 



SCATSGFSDYYMNWVRQP PG 
TCCTGCGCAACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGP.ACTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



KALEWLGFISNKPNGKTTEY 
AAAGCAC77GAG7GG7TGGG7T77AT7TCAAACAAACCTAATGGTCACACAAGAGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



SASVKGRFTI SRDNSQS I L Y 
AGTGCA7C7GTGAAGGG7CGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
190 200 210 220 230 240 



LQMNTIRAEDS'ATYYCARDK 
CTTCAAA7GAACACCCTGAGAGC7GAGGACAGTGCCAC7TA77A7TG7GCAAGAGATAAG 
250 260 270 280 2S0 300 



GIRWYFDVWGQGTTVTVSS 
GGAATACGATGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
31C 320 330 340 350 



VK 

AtLSASPGEKVTMTCRAS 5 2 
AGCV^TCC7GTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTC\CAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAG 
10 20 30 40 50 . 60 



VSYMKWYQQKPGSSPKPW IY 
TGTAAGTTACATGC^CTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCCCAAACCCTGGATTTA 
70 80 90 100 110 120 

f 

ATSNLASGVPARFSGSGSG7 
TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCT7CAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC 
130 140 150 160 170 ISO 



S Y S L 7 I I RVEAEDAATYYCQ 
CTCT7ACTCTCTC\CAATCATCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA 
190 200 210 220 230 240 



QWSSNPLTFGAGTKLEI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACG7TCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC 
250 260 270 280 290 
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T* b « 3 MAb B 
VE 

LQESGPDLVKPSQSLSL7C7 
C7GCAGGAG7CAGGACC7GACCTGG7GAAACC7TC7CAG7CACTT7CAC7CACCTGCAC7 
10 20 30 40 50 60 



VTGYSITSGYSWH-WIRQFPG 
G7CAC7GGCTACTCCATCACCAG7GGTTATAGCTGGCAC7GGATCCGGCAGTT7CCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



NKLEWMGYIQYSGITNYNP S 
AACAAAC7GGAATGGATGGGCTACATAGAG7AC\G7GGTATCACTAACTACAACCCCTCT 
130 140 150 160 170 180 



LKSRI SITRDTSKNQFFLQL 
CTCAAAAGTCGAA7C7C7A7CAC7CGAGACACA7CCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAG7TG 
ISO 200 210 220 230 240 



NSVTTEDTATYYCAREDYDY 
AAT TCAG TGAC 7 AC T GAGGACACAG CCAC A7A7T ACT GTGCAAGAGAAGAC 7AT GAT TAC 

250 260 270 280 290 300 



HWYFDVWGAGTTVTVSS 
C^TGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGAC^ 

310 320 330 340 350 



VK 

LTQ SPAIMSASLGEEITLTC 
C7GACCCAG7C7CCAGCAA7CA7G7C7GCATC7C7AGGGGAGGAGA7CACCCTAACCTGC 
10 20 30 40 50 60 



S T S S S VS YMH WY Q Q X S G T S ? 
AG7ACCAGC7CGAG7GTAAGT7ACA7GCAC7GGTACCAGCAGAAG7CAGGCACTTC7CCC 
70 80 90 100 110 .120 



KLL I Y STSNLAS GV ? SHE S G 
AAAC7CT7GA77TATAGCACATCC^ACC7GGC7TCTGGAG7CCCT7C7CGCT7CAG7GGC 
130 140 150 160 170 130 



S GSGTFYSLTI-SSVEAEDAA 
AGTGGG7CTGGGACC7T7TA77C7C7CACAATCAGCAG7G7GGAGGC7GAAGATGCT GCC 
190 200 210 220 230 240 



DY YC HQWSSYP TFGG G7K L E 
GATT AT TAC TGCCATCAG7GGAG 7AG 77 A7CC CAC GTT CGGAGGGGGGAC CAAGC7 GGAG 
250 260 270 280 2S0 300 
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Tab . 4 MAb C 
VE 

.QVQLQQSGPE.LVKPGASVXM 
CAGGTCC^ACTGCAGCAGTCTGGACCTGA 

10 20 30 40 50 cC 



sckasgytftyyvihwvkqx 
tcctc<:aaggcttctggatacacattc\cttactatgttattcactgggtgaaacagaag 

70 80 90 100 110 12C 



pgqglewigyihpynag7ey 
cctgggcagggccttgagtggattggatacattcatccttacaatgctggtactgagtac 

130 140 150 160 170 180 



NEKFKGKATLTSDKS S STAY 
AATGAGAAGTTC^A^GGCAAGGCCACACTGACT7CA^ 

190 200 210 220 230 240 



MELSSLTSED." SAVYYCSMGR 
AT GGAGCT CAGCAGCC TGAC CT C TGAGGACTC TG CGG 7 CT ATT ACT G T TCAAT GGGACGA 
250 260 270 280 290 300 



GGDYWGQGTTVTVSS 
GGGGGTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 



VK 

LTQSPAIMSASPGZKVTMTC 
CTGACCC\GTCTCCAGCAATTATGTCTGCATCTCCTGGGGAG^AGGTCACCATGACCTGC 
10 20 30 40 50 60 



SASSSVSYMHWYQQKSGTS? 
AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCC 
70* 80 90 100 110 120 



KRWIYDTSKLASGVPARFSG 
AAAAGATGGATTTATGAC^CATCCAAACTGGrQTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGT.GGC 
130 140 150 " 160 170 ISO 



SGSGT S YSLTI5 5MEAEDA A 
AGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 . 210 220 230 240 



T YYCQ Q W S S N P F T FGAGT XL 
ACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTOGGCGCGGGGACCAAGCTG 
250 2S0 . 270 280 290 300 
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Tab . 5 d 
VH 

a^sg^glvrltsls i t c t v s 

GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTCTC 
10 20 30 40 50 6 



G F S L I SYGVHWVRQPPGKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTCTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSALMS 
GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
130 140 ISO 160 170 180 



RL SISKDNSKSQVFLKMNSL 
AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTG 
190 200 210 220. 230 240 



QTGDTAIYY CARGGDD.YDGF 
CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACGATGGGTTT 
250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAG7CC 
310 320 330 340 



VK 

LTQS? SSLAVSAGEKVT MSC 
CTGACCCAGTCTCCA7CCTCCCTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGC 
10 20 30 40 50 50 

KSSQSLLSS7KRKNYLAWYQ 

aaatccagtcagagtctgctcagcagtacaaagcgaaagaactacttggcttggtaccag 

70 80 90 100 110 120. 

qkpgqspklliywastresg 
cagaaaccaggtcagtctcctaaactactgatctactgggcatccactcgggaatctgc-g 

130 140 ISO -160 170 180 

ypd'rftgsgsgtdftlt 1SS 

GTCCCTGATCGCTTCACAC<^^TGGATCTGGGACAGATT.TCAC7CTCACCATCAGCAGT 
190 200 210 220 230 240 

vqaedlavyyckqsynlraf 
gtgcaggctgaagacctggcagtttattactgcaaacaatctta7aatcttcgggcgttc 

250 260 270 280 ' 290 ( 300 

GGG TKLE.IK 
GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA 
310 320 
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7. A receptor as claimed in claim 1 to claim 6 as pharmaceutical. 

8. A process for the preparation of receptors as claimed in claim 1 , 2, 3, 4, 5 or 6, which comprises the DNA fragments 
coding for the heavy chain antibody portions being connected by linkers and expressed in an expression system 
together with the genes for the light chains. 

9. A bispecific tetravalent receptor of the formula I in which the C H 3 domains are replaced by human C H 1 domains. 
Claims for the following Contracting States : GR, ES 

1 . A process for the preparation of a bispecific tetravalent receptor of the formula I 



or formula II 




which comprises only the V L and V H pairings which belong together being formed and the C H 1 domains being 
linked to the V H 2 domains via 1 to 10 hinge regions H and a suitable peptide linker L, where the disulfide bridges 
(thin lines) bring about the dimerization of the bivalent halves of the molecule in the region of the hinge regions. 
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The process as claimed in claim 1 , wherein one specificity is directed against animal or human tumor-associated 
antigens. 

The process as claimed in claim 1 , wherein one specificity has catalytic or enzymatic activity. 

The process as claimed in claim 1 , wherein one specificity is directed against animal or human tumor-associated 
antigens and the other specificity has catalytic or enzymatic activity. 

The process as claimed in claim 1 , wherein one specificity is directed against animal or human tumor-associated 
antigens and another specificity is directed against a complexon. 

The process as claimed in claim 1 , 2, 4 or 5, wherein one specificity derives from the monoclonal antibodies with 
the variable regions shown in Tab. 2, 3, 4 or 5 having the following sequences: 
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Tab. 2 MAb A 
VE 

QVQLQESGGGLVQ PGGSLRL 
CiGG7CC^CTGCAC-GAGTCTGGAGGAGGCTTGG~AC\GCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC 
10 20 30 40 50 6C 



SCATSGFSDYYMNWVRQP PG 
TCCTGCGCV^CTTCTC<5GTTCAGTGATTACTAC a .TGAACTGC-GTCCGCCAGCCTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



KALZWLGFISNKPNGHTTEY 
AAAGCACTTGAGTGGTTGGGTTTTATTTCAAACAAACCTAATGGTCACACAACAGAGTAC 
-•30 140 150 160 nO 180 



SASVKGRFTISRD.N SQSILY 
AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
19O 200 210 220 230 240 



LQMNT LRAEDS-'A T Y Y C A R D K 
CTTCAAATGAACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG 
2S0 260 270 280 • 290 300 



G t RWYFDVWGQGTTVTVS S 
GGAATACGATGG7AC7TCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 350 



AILSAS.PGEKV TMTCR AS SS 
AGCAATCC7G7CTGCATCTCCAGGGGAGAAGG7CACAATGAC7TGCAGGGCCAGCTCAAG 
- 10 20 30 40 50 . 60 



V S Y M K W Y Q QK? G S S P KP W I Y 
TGTAAGTTACATGC a .CTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCGCAAACCCTGGATTTA 
70 80 90 10O 110 120 



A T S N L A S G V P A R F S G S G S.G 7 
TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC 
130 • 140 150 160 170 180 



S Y S L. T I I R V E A • E D A A T Y Y C -Q 
C7CTTACTCTCTCACAATCATCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA 
190 200- 210 220. 230 240 



Q W S S N P L T " F G . A G t K ; LEI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC . 
: 250 260 .. . 270 . 280' 290.-. 
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Tab, 3 MAb B 
VE 

LQESGPDLVKPSQSLSLTCT 
CTGCAGG^TCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACT 
10 20 30 40 SO 60 



VTGYS ITSGYSWK-WIRQFPG 
GICACTGGCTACTCCATC\CCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGA.TCCGGCAGTTTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



NKLEWMGYIQYSGIT NYNP S 
AACAAACTGGAATGGATGGGCTACATACAGTA^ 

130 140 150 160 170 180 



LK 5RIS ITROTSXNQFFLQL 
CTCAAAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGAC\CATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTG 
ISO 200 210 220 230 240 



NSVTTEDTATYYCAKEDYDY 
AAT T CAG TGAC7 ACT GAGGACACAGCCAC AT ATT ACTGTGCAAGAGAAGACTATGAT TAC 
250 260 270 280 290 300 



K W Y ? D V W. GAGTTVTVS S 
CAC7GGTAC7TCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 350 



VK 

L T Q SPAIMS ASLGEE I T LTC 
CTGACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCTAGGGGAGGAGATCACCCTAACCTGC 
10 20 30 40 50 60 



•S T S . S SVSYMH'WYQQKS G T S ? 
AGTA.CCAGCTCGAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC 
70 80 . 90 100 110 - ,120 



KLLI YSTSNLA 5 " : G . V ' ? S R F S G 
AAACTCTTGATTTATAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCAGTGGC 
• 130 ' • 140 150 160 170 130 



S G S G T'F Y S L T I - S S V Z A. Z D A A 
AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATGAC^IAGTGTGGAGGCTGAA 

■ 190 * 200 .210 220. v 230 . 240 



D Y- Y C H. • Q :W S S Y P T F G G ' G T K L . • E 
GATT AT T ACTGCCAT CAGTGGAGTAGTTATCCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAG 
250 * 2.60 270 280 ' 2S0 300 
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Tab. 4 MAb C 
VH 

.qvqlqq's'gpelvkpgasvxm 

CAGG7CCAACTGCAGCAGTCTGGACC7GAGCTGGTAAAGCC7GGGGC77CAG7GAAGA7G 
10 20 30 40 50 SC 



SCKAS G.YTFTYYVIHWVXQX 
7CCTCOAGGCTTC7GGATACACATTCACTTACTATGTTA7TCACTGGGTGAAACAGAAG 
70 80 90 100 110 120 



PGQGLEWIGYIHPYN'AGTtY 
CCTGGGCAGGGCC7TGAGTGGATTGGATACATTCATCCTTACAATGC7GGTACTGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



M E KFK GKA TLT S 0 K.S S S T AY 
AATGAGAAG7TCAAAGGCAAGGCCACACTGACT7CAGACAAATCC7CCAGCACAGCC7AC 
190 200 210 220 230 240 



MELSS LTSED.-SAVYYCSMGR 
ATGGAGCTCAGCAGCC7GACCIC7GAGGACTC7GCGGTCTA7TAC7GT7CAATGGGACGA 
250 260 270 280 290 ■ 300 



GGDYWGQGTTV.TVSS 
GGGGGTGAC7AC7GGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC7CC7CA 
310 320 330 340 



VK 

L ~ Q S ? ' A I M S A S P G E K V T M T C 
CTGACCCAG7CTCCAGCAATTAIGTCTGCATCTCCTGGGGAGAAGGTCACCAIGACCTGC 
10 20 30 40 50 SO 



SA S SSVSYMHWYQQKSG TS? 
AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCC 
70' 80 90 100 110 120 



'K RW IYDT SKLASGV. PART SG 
AAAAGATGGATTTATGAC\CATCCAAACTGGC;TTC7GGAGTCCCTGCTCGCTTCAGXGGC 
130 140 ■ 150"..' 160 170 ' 180 



S G S G T S Y S L T I S S M E .A E D .A A 
. AG7GGGT CTGGGACCTCTTACTC7CTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCC • 
190 200 . 210 220 230" 240 



T Y Y C Q Q W S S N P • F. .T ■ F . G A G T K L 
AC7TA77AC7GCCAGCAG7GGAGTAGTAACCCATTCACGT7CGGCGCGGGGACCAAGCTG 
250.. 260 - • ,270 ' 280: 290. • . 300 
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Tab . 5 MAb D 
VE 

AESGPGLVRLTSLSITCTVS 
GCAGACTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTC7CT 
10 20 30 40 50 60 



GFSLISYGV'HWVRQPPGKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



Z W L GV I WAG GSTNY N S A L M S 
GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
130 .140 150 160 170 180 



RL'S I SKDNSKSQVFLKMNS L 
AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAKCAAGTTTT 

190 200 210 '220. 230 240 



QT G D T A I Y YCARGG D D.Y D G T 
CAAAC T GGT GACACAGCCATAT ACT ACTGT GCCAGAGGGGGGGAT GAT T AC GAT GGGT TT 
. 250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTCC 
310 320 330 340 



l t q r s ?.s 5 lavsage k 'vt'm s c 
ctgaccc^gtctccatcctccctgc^tgtgtcac<^ggagagaac^tcactatgac<:tc^ 

10 20 " ' 30 40 SO SO 

KS sqsllsstkrk ny lawyq 
aaatcc^gtcagagtctgctc^gcagtacaaagcgaaagaactactto 

70 ; 80 90 100 110 120 

Q K. P G Q S P K L L I Y W. .A S T ,R . E S G 
CAGAAACCAGGTCAGTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCATCC^CTCGGGAATCTG^ 
130 140 150 -* : I60. -"170 180 

Y P D ' R F T G S GS.G T'D F T. L T I S S 
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATXTCACTCTCACCATCAGCAGT 
190 200. . 210 220' . ,230 240 

V Q A E . D LAV Y= Y C X Q S Y K L R A F 
GTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTC 

250 260 .270 ; .280 * 290 . ^ 300 

G ■ G\ G ''T s ■ K - L E VI . K . .* 
GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA " v 

• -310 '• • 320 ..* ■. ■ 
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7. The process as claimed in claim 1 to claim 6 for use as pharmaceutical. 

8. A process for the preparation of receptors as claimed in claim 1 , 2, 3, 4, 5 or 6, which comprises the DNA fragments 
coding for the heavy chain antibody portions being connected by linkers and expressed in an expression system 
together with the genes for the light chains. 

9. A process for the preparation of a bispecific tetravalent receptor of the formula I in which the C H 3 domains are 
replaced by human C H 1 domains. 

Revendications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, NL, LU, PT, SE 

1. Recepteurs tetravalents bispecifiques de formule I 




formule I 

ou de formule II 



38 



THIS PAGE BLANK (uspto> 



EP 0 517 024 B1 




formule II 

caracterises en ce que seuls sont formes les appariements V L et V H correspondants et les domaines C H 1 sont 
relies aux domaines V H 2 par I'intermediaire de 1 a 10 regions charnieres H et d'un lieur peptidique L approprie, 
les ponts disulfure (traits fins) provoquant la dimerisation des demi-molecules divalentes dans la zone des regions 
charnieres. 

Recepteurs selon la revendication 1 , caracterises en ce qu'une specificite est dirigee contre des antigenes humains 
ou animaux associes a des tumeurs. 

Recepteurs selon la revendication 1 , caracterises en ce qu'une specificite a une activite catalytique ou enzymati- 
que. 

Recepteurs selon la revendication 1 , caracterises en ce qu'une specificite est dirigee contre des antigenes humains 
ou animaux associes a des tumeurs, et I'autre specificite a une activite catalytique ou enzymatique. 

Recepteurs selon la revendication 1 , caracterises en ce qu'une specificite est dirigee contre des antigenes humains 
ou animaux associes a des tumeurs, et une autre specificite est dirigee contre un complexon. 

Recepteurs selon la revendication 1 , 2, 4 ou 5, caracterises en ce qu'une specificite derive des anticorps mono- 
clonaux comportant les regions variables selon le tableau 2, 3, 4 ou 5, ayant les sequences suivantes: 
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Tableau 2 AcM A 
VH » 

QVQLQESGGGLVQPGGSLRL 
CnGGTCCAACTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC 
10 20 30 40 50 • 6C 



SCATSGFSDYYMNWVRQP PG 
TCCTGCGCAACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGAACTGCGTCCGCCAGCCTCCAGGA 
70 80 90 100 HO 120 



KALEWLGFISNKPNGHTTEY 
AAAGCACT7GAGTGGTTGGGTTTTATTTCAAACAAACCTAATGGTCACACAACAGAGTAC 

••30 140 150 160 no 180 



SASVKGRFTISRDNSQSILY 
AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
19O 200 210 220 230 240 



LQMNTLRAEDS'ATYYCARDK 
CTTCAAATGAACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG 
250 260 270 280 290 300 



G T RWYFDVWGQGTTVTVS S 
GGAATACGATGGTACTTCGATGTCTGGGGCC^AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
3*.0 320 330 340 350 



VK 

AILSASPGEKVTMTCRAS S3 
AGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGG7CACAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAG 
10 20 30 40 50 60 



VSYMHWYQQKPGSSPKPWIY 
TGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCCCAAACCCTGGATTTA 
70 80 90 100 110 120 



ATSNLASGVPARF SGSGSGT 
TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC 
130 140 150 160 170 130 



SYSLTII RVEAEDAATYYCQ 
CTCTTACTCTCTCACAATCATCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA 
igO 200 210 220 230 240 



QWSSNPLTFGAGTKLEI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC 
2=0 260 270 280 290 ■ 
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Tableau 3 AcM B 

VH 

LQESGPOLVKPSQSLSLTCT 
CTGCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACT 
10 20 30 40 50 60 



VTGYS ITSGYSWHWIRQFPG 
GTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



NKLEWHGYIQYSGITNYNPS 
AACAAACTGGAATGGATGGGCTACATACAGTACAGTGGTATCACTAACTACAACCCCTCT 
130 140 150 160 170 180 



LKSRIS ITRDTSKNQFFLQL 
CTCAAAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTG 
ISO 200 210 220 230 240 



NSVT7EDTATYYCAREDYDY 
AATTC^GTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCAAGAGAAGACTATGATTAC 
250 260 270 280 290 300 



HWYFDVWGAGTTVTVS S 
CACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 350 



VK 

ltq'spaimsaslgesitltc 
ctgacccagtctcc\gcaatcatgtctgcatctctaggggaggagatcaccctaacctgc 

10 20 30 40 50 60 



S TS SSVSYMHWYQQKS GT S ? 
AG7ACCAGCTCGAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC 
70 80 90 100 110 .120 



KLLIYSTSNLASGV PSRFSG 
AAACTCTTGATTTATAGC^CATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCICGCTTCAGTGGC 
130 140 150 160 170 130 



S GSGTFYSLTI-SSVSPlEDAA 
AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 210 220. 230 240 



DYYCHQWSSYPTFGGGT KLE 
GATTATTACTGCCATCAGTCGAGTAGTTATCCCACGTTC^ 

250 260 270 280 250 300 
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Tableau 4 AcM C 
VH 

QVQLQQSGPELVKPGASVKM 
CAGGTCC^ACTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATG 
10 20 30 40 50 oC 



SCKASGYTFTYYVIKWVXQK 
TCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTTACTATGTTATTCACTGGGTGAAACAGAAG 
70 80 90 100 110 120 



PGQGLEWIGYIHPYNAGTEY 
CCTGGGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATACATTCATCCTTACAAIGCTGGTACTGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



NSKFXGKATLTSDKS S S T A Y 
AATGAGA^.GTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAA^rCCTCCAGCnCAGCCTAC 
190 200 210 220 230 240 



MELSS LTSED-'SAVYYCSMG* 
ATGGAGCTCAGCAGCCTGACCTC7GAGGACTCTGCGGTCTATTAC7GT7CAATGGGACGA 
250 260 270 280 290 300 



GGDYWGQGTTVTVSS 
SGGGG7GAC7AC7GGGGCCAAGGGACCACGG7CACCG7C7CC7CA 
310 320 330 340 



VK 

LTQSPA IMSASPGEKVTMTC 
C7GACCCAG7CTCCAGCAA77A7G7C7GCA7C7CC7GGGGAGAAGG7CACCAXGACC7GC 
10 20 30 40 50 cO 



SASSSVSYMHWYQQKSGTSP 
AG7GCCAGC7CAAGTG7AAGT7ACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCC 
70 80 90 100 110 120 



KRWIYDTSKL.ASGVPARFSG 
AAAAGATGGATTTATGACACATCCAAACTGGQTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGC 
130 140 ISO ** 160 170 130 



SGSGTSYSLTISSMEAEOAA 
AG7GGG7C7GGGACCTCTTACXC7CTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGC7GCC 
L90 200 . 210 220 230 240 



T Y YCQQWS S N ? F T cGAGT KL 
ACTTAITACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCGCGGGGACCAAGCTG 
250 260 270 280 290 300 
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Tabl eau 5 AcM D 

VH 

AESGPGLVRLTSLS ITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTCTCT 
10 20 30 40 50 60 



GFSLISYGVHWVRQ??GKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATC-GTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



•WLGVIWAGGSTNYNSALMS 
GAGTGGCTGC-GAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
130 140 ISO 160 170 180 



RLSISKDNSKSQVFLKMNSL 
AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTG 
190 200 210 220. 230 240 



QTGDTAIYYCARGGDDYDGF 
CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACGATGGGTTT 
250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAG7CC 
310 320 330 340 



VK 

LTQS? SSLAVSAGEKVTMSC 
CTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTG7GTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGC 
10 20 30 40 50 60 

KSSQSLLSSTKRKNYLAWYQ 
AAATCCAGTCAGAGTCTGCTCAGCAGTACAAAGCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTACCAG 
70 80 90 100 110 120 

QKPGQSPKLLIYWASTRESG 
CAGAAACC^TCAGTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCATCCACTCGGGAATCTGGG 
130 140 150 -160 170 180 

Y o o'RFTGSGSGT OcTLT I S S' 
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGT 
190 200 210 220 230 240 

VQ A E D LAVY YCKQ S Y N L R A F 
GTGCAGC-CTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTC 
250 260 270 280 290 ^ 300 

GGGTKLE IK 
GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA ' 
310 320 
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7. Recepteurs selon !es revendications 1 a 6, en tant que medicaments. 

8. Procede pour la production de recepteurs selon la revendication 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterise en ce que les 
fragments d'ADN codant pour les segments d'anticorps de type chaine lourde sont assembles au moyen de lieurs 
et exprimes dans un systeme d'expression, conjointement avec les genes codant pour les chaines legeres. 

9. Recepteurs tetravalents bispecifiques de formule I, dans lesquels les domaines C H 3 sont remplaces par des do- 
maines C H 1 humains. 

Revendications pour les Etats contractants suivants : GR, ES 

1. Procede pour la production de recepteurs tetravalents bispecifiques de formule I 




formule II 
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caracterises en ce que seuls sont formes les appariements V L et V H correspondants et les domaines C H 1 sont 
relies aux domaines V H 2 par I'intermediaire de 1 a 10 regions charnieres H et d'un lieur peptidique L approprie, 
les ponts disulfure (traits fins) provoquant la dimerisation des demi -molecules divalentes dans la zone des regions 
charnieres. 

Proctkte selon la revendication 1, caractSrise en ce qu'une specificity est dirigee contre des antigenes humains 
ou animaux associes a des tumeurs. 

Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'une spectficite a une activity catalytique ou enzymatique. 

Precede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'une specificity est dirig<§e contre des antigenes humains 
ou animaux associes a des tumeurs, et I'autre specificity a une activity catalytique ou enzymatique. 

ProcSde selon la revendication 1, caracterise en ce qu'une specificity est dirigye contre des antigynes humains 
ou animaux associes a des tumeurs, et une autre specificity est dirigee contre un complexon. 

Procyde selon la revendication 1 , 2, 4 ou 5, caracterisy en ce qu'une specificity dyrive des anticorps monoclonaux 
comportant les regions variables selon le tableau 2, 3, 4 ou 5, ayant les sequences suivantes: 
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Tableau 2 AcM A 
VH 

QVQ L Q E S GGGLVQ P GG S LRL 
Ca£GTCCMCTGCAGGAGTCTGGAG^ 

10 20 30 40 50 60 



SCATSGF SDYYMNWVRQP 'PG 
TCCTGCGC^ACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGA-ACTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



KALEWLGFISNKPNG'HTTEY 
AAAG CACTT GAGT GG TT GG G T T TTAT TTCAAACAAACCT AATGG TCACACAACAGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



SASVKGRFTISRO.N'SQS I L Y 
AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
190 200 210 220 230 240 



LQMNTLRAEDS." A TYYCARDK 
CT^CAAATG^ACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG 
250 260 270 280 290 300 



G IRWYFDVWGQGTTVTVS S 
GGAAT ACGAT GG 7 ACT TC GAT G TCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCT CCTC\ 
310 320 330 340 350 



VX 

A I L S A S ? G £ K V T M T C R A S S S 
\GC^TCCTGTCIGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGAC7TGCAGGGCCAGCTCAAG 
10 20 30 40 50 60 



VS YttKWYQQKP GS SPKPW I Y 
TGT AAGT TACAT GCACT GGT ACCAGCAGAAGCCAGGAT CCTCCC CCAAACCCTGGATTTA 
70 80 90 100 110 120 



ATSMLASGVP A RF SGSGS.GT 
TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC 
130 140 150 160 170 130 



S YSLT I I R V-.E A E D A AT Y Y C Q 
CTCT T ACTCTCTCACAATCATCAGAGIGGAGGCT GAAGATGCT GCCACTT AT T ACTGCCA 
190 200 210 220 230 240 



QWSSNP LTFGAGT K LEI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC 
250 260 270 280 290 
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VH 

LQESGPDLVKPSQSLSLTCT 
CTGCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACITTCACTCACCTGCAC7 
10 20 30 40 .50 60 



VTG Y SITSGYSWH WIRQcPG 
GTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGT7ATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGA 
70 BO 90 100 110 120 



t/KLEWKGYIQYSGIT NYNP S 
AAC AAAC TGGAATGGATGGGCT ACAT ACAGTACAG TGGTATCACTAACT ACAACCCC TCT 
130 140 150 160 170 180 



LKSRIS ITRDTSKNQFFLQL 
CTCAAA \GTCGAATCTC TAT CACTCGAGACACATC CAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTG 
190 200 210 220 230 240 



NSVTTEDTATYYCAREDYDY 
^AT T CAGTGAC7ACTGAGGACACAGCCACATATT ACT GTGCAAGAGAAGACTATGAT TAG 
250 260 270 280 290 300 



HW Y rCVW-GAGTTVTVS S 
CACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 350 



VK 

LT Q SPAIMS ASLGEEITL TC 
CTGACCCAGTCTCC^GCAATCATGTCTGCATCTCTAGGGGAGGAGATCACCCTAACCTGC 
10 20 '30 40 50 60 



S T S S SVSYMH WYQQKS G T S ? 
AGT a CCAGCTCGAGTGTAAGTTACATGCAGTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC 
70 80 90 100 110 .120 



KLLIYSTSNLA S * : G V ? S R F S G . . 
AAACTCTTGATTTATAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCAGTGGC 
130 ' 140 150 160 170 130 



S G S GT E Y S LT I^S SV5 AE D A A 
AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 210 .220... 230 . 240 

D Y Y C H. Q W S S Y P T F G G '. G T *K L. E 
GATTATTACTGCCAT CAGTGGAG TAG7T ATCCCACGTTCGGAGGGGGGACGAAGC7GGAG 
250 260 270 280 . 290 * 300 
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Tableau 4 AcM C 
VH . 

. qvqlq.q'sgpe.lvkpgasvxm 
o.ggtccaactgcag01.gtctggacctgagctggtaaagcctggggcttcagtgaagatg 

10 20 30 40 50 SC 



SCKAS G YTFTYYVI HWVXQX 
TCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTTACTATGTTATTCACTGGGTGAPJ\CAGAAG 
70 80 90 100 110 120 



P GQGLEW I G Y I H P YN AGT E Y 
CCTGGGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATACATTCATCCTTACAATGCTC-GTACTGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



N E K F X G KA TLT S 0 X.S S S T A Y 
AATGAGAAG7TCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCC"TCCAGCACAGCCTAC 
190 200 210 220 230 240 



MELSS LTSED-'SAVYYCSMGR 
A^GGAGCTCAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTTC'lATGGGACGA 
250 260 270 280 290 300 



ggdywgqgttvtvs s 
c-ggggtgactactggggccaagggaccacggtcaccgtctcctca 

310 320 330 340 



VK 

L t Q S ? A I M S A S P G E K V T M T C 
CTGA.CCCAGTCTCCAGCAATTATGTCTGCATCrCCTGGGGAGAAGGTCACCATGACC-GC 
10 20 30 40 50 60 



S A S SSVSYMHWYQQKSGTSP 
AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCC 
70' 80 90 100 110 120 



'KRW IYDTSKLASGV. PARE" SG 
AAAAGATGGATTTATGAC^CATCCAAACTGGgTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGT.GC-C 
130 140 ■ 150".' 160 170 150 



S G S G T S Y S LT I S S M E A E D A A 
AG-GGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCATC-GAGGCTGAAGATGCTGCC 

190 200 . 210 .220 230 240 

T v Y C Q Q W S S N ? F. T F G A G T K L 
ACT T AT^ACTGCC AGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCGCGGGGACCAAGCTG 

, 250' 250 ; 270 * 280 : 290. -\ . 300 
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Tableau 5 AcM D 
VH 

AESGPGLVRLTSLS ITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCAXCACTTGCACTGTCTCT 
10 20 .30 40 50 60 



GFSLISYGV HWVRQPPGKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSA LMS 
GAGT GGCTGGGAGT AAT ATGGGCAGGTGGAAGCACAAAT TAT AAT TCGGCTCTCATGT CC 
130 140 150 160 170 180 



RLSISKONSKSQVFLKMNSL 
AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAC<:^ 

190 200 210 220. 230 240 



QTGDTAI YYCARGGDD.YDGF 
CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACGATGGGTTT 
250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAG7CC 
310 320 330 340 



' VK 

LT Q S ? S S LAVSAG E K V T M S C 
CTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGC 
10 20 30 40 50 60 

K S S Q S L L S S.T K R K N Y L A W Y Q 
AAATCCAGTCAGAGTCTGCTCAGCAGTACAAAGCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTACCAG 
70 80 90 100 110 120 

QK. P GQSPKLLIYWAST.RES G 
CAGAAACCAGGTCAGTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCATCCACTCGGGAATCTGGG 
130 140 150 160 170 180 

YP DRFTGSGS.GT OFT. L.T IS S 
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATT.TCACTCTCACCATCAGCAGT 
190 200 210 220' 230 240 

VQ AEDLAVYYCKQSY N.L RAF 
GTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTC 
250 260 270 280 290 300 

GGGTKLEIK 
GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA 
310 320 
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7. Procede selon les revendications 1 a 6, pour utilisation des recepteurs en tant que medicaments. 

8. Procede pour la production de recepteurs selon la revendication 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterise en ce que les 
fragments d'ADN codant pour les segments d'anticorps de type chaine lourde sont assembles au moyen de lieurs 

5 et exprimes dans un systeme d'expression, conjointement avec les genes codant pour les chaines legeres. 

9. Procede pour la production de recepteurs tetravalents bispecifiques de formule I, dans lesquels les domaines C H 3 
sont remplaces par des domaines C H 1 humains. 

10 
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Fig.2 



V H Polylinker 
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Fig.i 
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